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本文档提供了使用 LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 试剂盒进行样本制备的说明。它还提
供了使用 32 KaratTM 软件进行数据采集和数据分析的说明。

LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 包含一瓶与 dsDNA 1000 试剂盒共用的荧光 DNA 结合染
料。瓶中包含 500 µg 染料，溶解在 500 µL 甲醇中。在与激光诱导荧光 (LIF) 检测法共用
时，DNA 碎片的 CE 分析检测限明显升高。

注释： 请参阅《系统概要指南》获取系统安全使用的说明。

安全性

关于妥善处理材料和试剂的信息，请参阅可从 sciex.com/tech-regulatory 获得的安全数据表
(SDS)。始终遵循标准实验室安全规范。关于有害物质信息，请参阅有害物质信息。

预期用途

LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye仅供实验室使用。

所需设备和材料

注释： 对于具有重新订购产品号的组分，有时重新订购数量与试剂盒中的数量不同。

表 1 LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye (PN 477409)

重新订购产品号数量组分

4774091荧光 DNA 增补染料，500 µg 溶解于 500 µL 甲醇中

表 2 来自 SCIEX 的其他用品

产品号数量组分

144709100PCR 微型瓶，200 µL

5043467100Nano 瓶
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表 2 来自 SCIEX 的其他用品 （续）

产品号数量组分

A62250100通用瓶盖，蓝色

A62251100通用瓶

1447381毛细管卡盒，空

1446451卡盒安装工具包

4774101dsDNA 1000 试剂盒

7260221LIF Performance Test Mix

1449411488 mn 陷波滤光片

7211251LIF 卡盒小孔塞子组件

7211261LIF 卡盒导针组件

1449401520 nm 发射滤光片

储存条件

• LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 瓶应储存在 –35 °C 至 –15 °C 条件下。

注释： LIFluorTM EnhanCE Dye 对光敏感。不使用时请勿暴露于光线下。可使用铝箔盖上
瓶子以减少曝光。

注释： 未使用时，务必将 LIFluorTM EnhanCE Dye 瓶盖紧。如果将瓶敞开放置，甲醇将
会蒸发，从而提高了染料的浓度。

注释： LIFluorTM EnhanCE Dye 在室温下存放 10 小时后可能出现变质。

客户提供的设备和用品

• 无粉手套，推荐氯丁橡胶或丁腈手套

• 护目镜

• 实验室外套

• 漩涡混合器

• 移液器和相应的吸头

• 双去离子 (DDI) 水（MS 级水，通过 0.2 µm 滤膜过滤，阻抗高于 18 M ）

• 封口膜

• 磁性搅拌板和搅拌棒
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• 容量移液管，20 mL

• 用于输送 1 µL 至 100 µL 体积的微量吸管

• 注射器滤膜，0.45 µm 孔径

• Tris-EDTA 缓冲剂，10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA 二钠，pH 8.0 (Sigma)

• 分析天平

所需检测器

需要激发波长为 488 nm 的激光诱导荧光 (LIF) 检测器和 520 nm 发射滤波片。

所需卡盒或毛细管

• 毛细管卡盒 (PN 144738)

• DNA 毛细管，65 cm，内径 100 µm (PN 477477)

方法

本指南提供了用于分离随试剂盒提供的测试混合物的方法。

LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 试剂盒需要采用下列方法：调节方法、分离方法和关闭方
法。请参阅初始条件、LIF 检测器初始条件和时间程序以创建方法。

由于此试剂盒可用于众多其他应用，因此可使用此处所述的方法作为起点，开发适合相关应用
的方法。请参阅 SCIEX 网站上的技术说明，或联系 SCIEX 现场应用科学家以获得具体建议或
支持。

初始条件

注释： 所有方法的 Initial Conditions 和 LIF Detector Initial Conditions 选项卡上
的值都相同。
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图 1 LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 试剂盒方法的 Initial Conditions 选项卡

LIF 检测器初始条件

注释： 所有方法的 Initial Conditions 和 LIF Detector Initial Conditions 选项卡上
的值都相同。
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图 2 LIFluorTM EnhanCE dsDNA 1000 Dye 试剂盒方法的 LIF Detector Initial Conditions
选项卡

时间程序

注释： 每种方法的时间程序各不相同。

图 3 调节方法的 Time Program 选项卡
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图 4 dsDNA 1000 测试混合物方法的 Time Program 选项卡

图 5 关闭方法的 Time Program 选项卡

制备试剂和储备溶液

制备 dsDNA 1000 凝胶缓冲剂

1. 向 dsDNA 1000 Gel Buffer瓶中添加 20.0 mL DDI 水。

2. 使用磁力搅拌棒和搅拌板搅拌溶液，直到 dsDNA 1000 Gel Buffer完全溶解。

使用比 dsDNA 1000 Gel Buffer瓶的直径略短的搅拌棒以更有效地搅拌。

冻干凝胶完全溶解可能需要 24 小时。

3. 即将使用凝胶缓冲剂之前，使用 0.45 µm 滤膜进行过滤，然后进行超声波处理 1 分钟以
除去所有小气泡。

储存在 2 °C 至 8 °C 条件下时，再水化的 dsDNA 1000 Gel Buffer 可保存 30 天。

4. 向 20 mL 再水化且经过滤的凝胶缓冲剂中添加 15.0 µL LIFluorTM EnhanCE Dye，然后
混合均匀。

12 mL 凝胶缓冲剂足够完成调节、八次进样和关闭。

小心： 潜在的数据丢失。添加了 LIFluorTM EnhanCE Dye 后切勿过滤凝胶缓冲剂。

注释： 凝胶缓冲剂中的 LIFluorTM EnhanCE Dye 浓度已经过优化，可使 10 µg/mL DNA 样
本达到饱和。但是，对于 DNA 浓度低 (<1 µg/mL) 的样本，应当减少向再水化凝胶缓冲剂瓶
中添加的 LIFluorTM EnhanCE Dye (<10 µL)。
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注释： LIFluorTM EnhanCE Dye 对光敏感。不使用时请勿暴露于光线下。可使用铝箔盖上瓶
子以减少曝光。

注释： 未使用时，务必将 LIFluorTM EnhanCE Dye 瓶盖紧。如果将瓶敞开放置，甲醇将会蒸
发，从而提高了染料的浓度。

注释： LIFluorTM EnhanCE Dye 在室温下存放 10 小时后可能出现变质。

小心： 潜在的数据丢失。切勿加热 dsDNA 1000 Gel Buffer。加热凝胶缓冲剂可能会导致分
离效果不佳。

制备样本

制备测试混合物

1. 向 dsDNA 1000 Test Mix瓶中添加 1 mL 的 DDI 水，然后使用漩涡混合器混合均匀。

2. 将 100 µL 复溶 dsDNA 1000 Test Mix转移到 PCR 微型瓶中。向微型瓶中的 100 µL
dsDNA 1000 Test Mix添加 1 µL LIF Performance Test Mix作为标记物，然后混合均
匀。

3. 将 PCR 微型瓶放进通用瓶。用蓝色盖帽密封瓶子。

4. 从剩余的复溶 dsDNA 1000 Test Mix中，将 100 µL 的等份转移到其他瓶中。使用之前，
按照每 100 µl dsDNA 1000 Test Mix 1 µL 的比例添加 LIF Performance Test Mix。

5. 不使用时，将复溶测试混合物储存在 –35 °C 至 –15 °C 环境中。存储在室温下，
复溶测试混合物将会降解。

制备样本

1. 用 DDI 水或 Tris-EDTA 缓冲剂将 DNA 样本稀释到大约 10 ng/µL 的 DNA 浓度。

2. 向 100 µL 稀释后的 DNA 样本中添加 1 µL LIF Performance Test Mix，然后充分混
合。LIF Performance Test Mix充当标记物。

3. 将 100 µL 样本转移到 PCR 微型瓶中进行分析。

如果可用样本量太少，将 5 至 10 µL 样本转移到 Nano 瓶中进行分析。

准备 PA 800 Plus 系统

本节描述了准备 PA 800 Plus 系统以采集数据的步骤。

本节所述程序假定系统已正确安装并初始化。
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安装 LIF 检测器

1. 关闭 PA 800 Plus 系统，然后安装 LIF 检测器。请参阅《系统维护指南》。

2. 打开系统。

3. 开启激光，使灯预热至少 30 分钟。

清洁接口块

小心： 潜在的系统损坏。禁止凝胶累积在电极、打开的把手、毛细管端和接口块上。凝胶累
积可能造成毛细管损坏、电极弯曲、进样瓶堵塞或进样缺失。

每次使用后清洁电极、打开把手、毛细管端和接口块，或在更换化学物质时清洁。详细说明请
参阅《系统维护指南》。

凝胶缓冲剂非常粘稠，如不定期彻底清洁会积聚在系统中。

安装毛细管

小心： 潜在的系统损坏。切勿使毛细管脱水。在修剪毛细管末端后 5 到 10 分钟内，毛细
管内的涂层开始脱水。

小心： 潜在的系统损坏。在安装到卡盒中之前，切勿将毛细管剪切到其最终长度。

• 使用毛细管卡盒安装说明将 DNA 毛细管安装到毛细管卡盒中。

推荐的毛细管至窗口长度为 30 cm，总长度为 40.2 cm。使用 LIF 小孔。如果 DNA 样
本大于 2 kb，可以使用总长度更大的毛细管，例如 50.2 cm，至窗口的长度为 40 cm。

有关分离更长 DNA 样本的详细信息，请参阅 SCIEX 网站上的技术说明，或联系 SCIEX
现场应用科学家。

遵守对毛细管卡盒安装说明的这些修改以尽可能减少毛细管涂层受损。

a. 向两个通用瓶中注入 1.5 mL DDI 水，然后用蓝色盖帽将其盖好。

b. 切掉毛细管入口侧的端盖，然后将毛细管安装在卡盒中。将毛细管插入卡盒后，从
出口侧切掉端盖，完成卡盒组装。

c. 将毛细管末端修剪到推荐的长度，然后将毛细管两端都浸入注有 DDI 水的瓶中。在
卡盒组装过程中，切勿使毛细管末端暴露在空气中的时间超过 5 到 10 分钟。

安装卡盒并校准检测器

注释： 为了确保分析结果始终一致，我们强烈建议每次将其安装到 PA 800 Plus 系统中时
校准检测器。更换卡盒中的毛细管或安装了不同的卡盒后也应校准检测器。

1. 从瓶中取出卡盒。
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2. 在 PA 800 Plus 系统中安装卡盒。

3. 校准检测器。

使用 32 KaratTM 软件中 Instrument Configuration 对话框的 Calibration 向导。详
细说明请参阅《系统维护指南》。在 Calibration 向导第二步，使用下表中的值。

表 3 校准参数

1检测器通道

62目标 RFU

毛细管大小：

100 µm内径

40 cm 或 50 cm，取决于毛细管的长度总长度

装载缓冲剂托盘

小心： 潜在的系统损坏。向任何瓶中加注的液体量切勿超过 1.8 mL。另外，切勿使废液瓶
中汇集的液体超过 1.8 mL。如果瓶中的液体超过 1.8 mL，则可能会损坏压力系统。

1. 根据要运行的样本数量，加注适当数量的瓶，然后盖好它们的盖子。请参阅图 7。

图 6 通用瓶和盖帽设置
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描述项目

通用瓶盖1

最大加注线2

通用瓶3

2. 按照下图所示，将瓶放进缓冲剂托盘中。每行足够运行八次。第 6 行不递增。

图 7 左侧的缓冲剂入口托盘 (BI) 和右侧的缓冲剂出口托盘 (BO)

• DDI H2O：1.5 mL DDI 水

• 凝胶填充：1.5 mL dsDNA 1000 Gel Buffer，含有 LIFluorTM EnhanCE Dye

• 凝胶分离：1.5 mL dsDNA 1000 Gel Buffer，含有 LIFluorTM EnhanCE Dye

• 凝胶进样：1 mL dsDNA 1000 Gel Buffer，含有 LIFluorTM EnhanCE Dye

• 废液：1 mL DDI 水

注释： 在本应用中，所有进样瓶和盖帽按设计可用于最多八次运行。切勿重复使用盖帽，因
为可能被干燥的凝胶和其他化学品污染。

装载样本托盘

1. 制备样本。

• 对于 PCR 微型瓶中的样本，将 PCR 微型瓶放在通用瓶中，然后用瓶盖将瓶盖好。请
参阅图 8。
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• 对于 Nano 瓶中的样本，用瓶盖将瓶盖好。

图 8 通用瓶中的 PCR 微型瓶

描述项目

通用瓶盖1

PCR 微型瓶2

通用瓶3

通用瓶内的微型瓶4

2. 将样本瓶装载到样本入口托盘。

要运行样本，将其放入样本托盘，从位置 A1 开始，接下来先填充所有 A 孔，然后再填
充任何其他孔。
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图 9 样本入口托盘 (SI)

运行样本

创建序列并开始运行

注释： 下面的说明假定用户熟悉如何使用 32 KaratTM 软件创建和运行序列。如需详细说
明，请参阅《PA 800 Plus 制药分析系统方法开发指南》。

1. 打开 32 KaratTM 软件。

2. 在 32 KaratTM 软件窗口中，选择配有 LIF 检测器的仪器或创建新仪器，然后打开该仪
器。

3. 要仅运行测试混合物，请创建包含三个行的序列：

• 第 1 行 — 调节方法

• 第 2 行 — 分离方法

应用指南LIFluor™ EnhanCE dsDNA 1000 Dye 用于 PA 800 Plus
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• 第 3 行 — 关闭方法

4. 要运行附加样本，在每个样本的调节方法后添加额外的行。根据要运行的样本数量，在
缓冲剂托盘中加注足够数量的瓶。每个缓冲剂瓶行运行五个样本。

5. 确保 LIF 检测器激光已开启，样本和缓冲剂托盘已装载，然后单击

以打开 Run Sequence 对话框。

6. 在对话框中进行任何必需的更改，然后单击 Start。

废物处理

警告！ 生物危害或有毒化学品危害。如果适用，在处理化学品、瓶和盖帽、残
留的制备样本时，请遵照当地规定。其可能包含限用化合物和生物危害性试剂。

储存卡盒

卡盒储存时间不超过 48 小时

1. 执行关闭方法，以清洁毛细管。

该关闭方法用 dsDNA 1000 Gel Buffer加注毛细管。

2. 将卡盒在系统中储存最多 48 小时，并且毛细管端应浸没在装有 DDI 水的瓶中。

卡盒储存时间超过 48 小时

1. 执行关闭方法，以清洁毛细管。

2. 从系统上取下卡盒。

3. 将卡盒放在卡盒储存箱中，毛细管端应浸没在装有 DDI 水的瓶中。

4. 卡盒储存箱应直立储存在 2 °C 至 8 °C 的冰箱中。

LIFluor™ EnhanCE dsDNA 1000 Dye 用于 PA 800 Plus

制药分析系统

应用指南
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储存后准备卡盒

• 如果卡盒未使用的时间超过一天，或者已长时间储存，则使用调节方法调节毛细管。

分析结果

分析测试混合物的数据

dsDNA 1000 Test Mix包含由 11 种片段组成的 Phi-X 174 DNA Hae III 水解物。测试混合物
应在 25 分钟内使用推荐的分离方法进行分离，基线分离为 271 bp 和 281 bp 碎片。请参阅
图 10。

电流应相当稳定地保持在 14 µA 到 24 µA 之间。电流的小幅变化可能表示毛细管受到温度波
动的影响，或凝胶缓冲剂中存在气泡。这可能会导致基线噪声过高、混杂尖峰或宽峰。使用之
前，对凝胶缓冲剂瓶进行超声处理 5 秒以除去任何气泡。

如果 DNA 样本大于 2 kb，可以使用总长度更大的毛细管，例如 50.2 cm。修改方法以反映出
更长的毛细管。有关分离更长 DNA 样本的详细信息，请参阅 SCIEX 网站上的技术说明，或联
系 SCIEX 现场应用科学家。

图 10 测试混合物示例电泳图谱

推荐的分离方法进样

首先是电动进样，按照分离方法中所示在 1 kV 下进行 2 秒。如果需要，进样时间可以加长到
5 秒。

或者，对于盐浓度较高的样本，首先使用压力进样，在 0.5 psi 下进行 10 秒。如果需要，进
样时间可以加长到 20 秒。
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获得最佳结果的提示

• 当使用不同染料浓度时，迁移时间可能会发生变化。

• 如果使用了超过 15 µL 的 LIFluorTM EnhanCE Dye，则 dsDNA 碎片的迁移时间可能增
加。

• 如果使用的 LIFluorTM EnhanCE Dye 不到 15 µL，dsDNA 碎片会快速迁移。例如，如果
使用 2 µL 的 LIFluorTM EnhanCE Dye，则 72 bp 碎片在 LIF Performance Test Mix之
前迁移。

• 如果任何 dsDNA 峰后出现负基线扰乱，则凝胶缓冲剂中的 LIFluorTM EnhanCE Dye 不足
以使所有 dsDNA 染色。减少进样量或增加凝胶缓冲剂中的 LIFluorTM EnhanCE Dye 用量
可消除这种伪影。

• 如果 LIFluorTM EnhanCE Dye 直接添加到 dsDNA 样本中，则可能会出现极强的峰拖尾。只
能将 LIFluorTM EnhanCE Dye 添加到分离凝胶缓冲剂。

• 全程监控电流。平均电流的变化或电流的波动可能表示离子强度变化、凝胶缓冲剂降解或形
成了气泡。这可能会导致基线噪声过高、混杂尖峰或宽峰。

DNA 故障排除应用指南

表 4 LIFluor 故障排除

纠正措施可能的原因症状

任选：
• 用 DDI 水在 20 psi 的压
力下冲洗毛细管 10 分钟
以除去凝胶缓冲剂，然后使
用调节方法调节毛细管。

• 更换毛细管。请参阅安装毛
细管。

毛细管堵塞。低电流

1. 清洁电极、毛细管末端和
杆臂。请参阅清洁接口块。

2. 根据需要更换凝胶缓冲剂
或测试混合物。

1. 电极上的凝胶变干。

2. 凝胶缓冲剂或测试混合物
性能下降。

宽峰或迁移时间变化

LIFluor™ EnhanCE dsDNA 1000 Dye 用于 PA 800 Plus

制药分析系统
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表 4 LIFluor 故障排除 （续）

纠正措施可能的原因症状

1. 任选：

• 用 DDI 水在 20 psi 的
压力下冲洗毛细管
10 分钟 以除去凝胶缓
冲剂，然后使用调节方
法调节毛细管。

• 更换毛细管。请参阅安
装毛细管。

2. 更换毛细管。请参阅安装
毛细管。

1. 毛细管堵塞。

2. 毛细管窗口或尖端破裂。

无峰

确保复溶缓冲剂处于室温条件
下。使用之前对凝胶缓冲剂进
行除气。对凝胶缓冲剂瓶进行
超声波处理 5 秒以除去气泡。

凝胶缓冲剂中有气泡。电泳图谱中有尖峰

使用 0.45 µm 孔径的滤膜过滤
凝胶缓冲剂以除去微粒。超声
波处理 5 秒以除去气泡。

凝胶缓冲剂中有微粒。基线噪声过高

制备新鲜 LIFluorTM EnhanCE
Dye 染料-凝胶溶液。防止
LIFluorTM EnhanCE Dye 染料-
凝胶溶液受到光照。

染料降解。峰高降低

1. 制备新鲜 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液。防止 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液受到光照。

2. 确保 LIFluorTM EnhanCE
Dye 染料-凝胶溶液已混合
均匀。

3. 制备新鲜 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液。防止 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液受到光照。

1. 染料降解。

2. LIFluorTM EnhanCE Dye 染
料-凝胶溶液非均质。

3. LIFluorTM EnhanCE Dye 染
料蒸发。

迁移时间变化

应用指南LIFluor™ EnhanCE dsDNA 1000 Dye 用于 PA 800 Plus
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表 4 LIFluor 故障排除 （续）

纠正措施可能的原因症状

1. 制备新鲜 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液。防止 LIFluorTM

EnhanCE Dye 染料-凝胶溶
液受到光照。

2. 清洁电极和杆臂。请参阅
清洁接口块。

1. 染料降解。

2. 电极脏污。

电流变化

1. 升高进样体积。

2. 减少向用于稀释样本的凝
胶添加的染料量。

3. 检查卡盒，确保毛细管窗
口正确地对准卡盒。

1. 样本浓度过低。

2. 染料浓度过高。

3. 毛细管窗口未对准检测器。

峰信号过低

稀释样本或减少进样量。降低
进样量可同时提高分辨率和峰
效率。

样本浓度过高。峰信号过高，且峰分辨率不佳

LIFluor™ EnhanCE dsDNA 1000 Dye 用于 PA 800 Plus

制药分析系统
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必须注意以下信息并采取相关安全措施。更多信息请参阅相应的安全数据表。这些信息可应请
求提供，或者通过我们的网站 sciex.com/tech-regulatory 下载。

根据 HCS 2012 的危险等级分类。

LIFluor EnhanCE Dye 染料

危险！ 极易燃液体和蒸气。吞咽有毒。皮肤接触有毒。吸入有毒。导致器官损
伤。

其他试剂

对于从其他供应商处获得的试剂，使用之前请阅读该供应商提供的《安全数据表》。
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客户培训

• 北美地区：NA.CustomerTraining@sciex.com

• 欧洲：Europe.CustomerTraining@sciex.com

• • 在欧盟与北美之外请访问 sciex.com/education

在线学习中心

• SCIEX UniversityTM

采购耗材

在 store.sciex.com 上在线重新订购 SCIEX 耗材。要建立订单，使用报价、订单确认或发货
单中的帐号。SCIEX 在线商店目前仅限美国、英国和德国可用，但是未来将扩大至其他国家。
对于其他国家的客户，请联系当地的 SCIEX 代表。

SCIEX 支持

SCIEX 及其代表在全球范围内设有经过系统培训的服务和技术专家。他们可以解答系统问题或
可能出现的任何技术问题。详情请访问 SCIEX 网站 sciex.com 或通过下述方式之一联系我们：

• sciex.com/contact-us

• sciex.com/request-support

网络安全

有关 SCIEX 产品的最新网络安全指南，请访问 sciex.com/productsecurity。

文档

本版本的文档取代本文档的所有先前版本。
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要查看本文档的电子版本，需要 Adobe Acrobat Reader。要下载最新版本，请转到
https://get.adobe.com/reader。

要查找软件产品文档，请参阅软件随附的版本发布说明或软件安装指南。

要查找硬件产品文档，请参阅系统或组件随附的客户参考 DVD。

最新版本的文档可从 SCIEX 网站上获得，网址：sciex.com/customer-documents。

注释： 如需免费获取本文档的印刷版本，请联系 sciex.com/contact-us。
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