
              流式细胞分选仪操作规程

一、操作步骤
1、 开机前检查：鞘液最好在实验前一天加好，桶内有指示线，不能超过此线；关机液要足够，添加液体不超过脖颈底部；废液桶太满，则需要倒掉
2、 打开仪器电源：打开仪器左侧后方按钮（绿色），等待通电
3、 打开电脑及软件：打开电脑，双击桌面软件CyExpert SRT软件；确保软件和仪器已正确连接，如下图
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4、 确保鞘液、废液、关机液指示正常。若为黄色或红色，提示需要加液体或清空废液
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5、 系统启动流程：每次开机都需要做系统启动流程，包括鞘液桶建压、液路自检、排气泡、稳定压力、清洗进样针，时长为10min。每日关机后重新启动，仪器管路内为关机液。
6、 选择细胞仪下的“系统启动流程”，系统启动界面出现
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7、 打开分选仓门及分选保护门
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8、 清洁流动室底部，喷嘴插入滑轨，V型板表面（注意：一个湿的堵塞的喷嘴可能导致液流偏离中心甚至无液流）
9、 确保喷嘴洁净干燥。可前后面喷洒75%酒精，再用无纺布棉签擦洗（注意：一定是无纺布的棉签！！！普通的会残留棉絮）
10、 若普通的擦洗仍达不到效果，则需要进行喷嘴的超声清洗：取下喷嘴上的小光圈，放入含75%酒精的15ml离心管中，盖上盖子，超声3min。若不想取下，则可连同滑轨一起放到一个洁净的烧杯里超声。超声结束后，可将光圈连同液体倒在带了手套的手上（光圈不能掉地上，不能被踩到），无纺布棉签擦干后，重新将光圈安回原处（光圈两侧有凹槽对准滑轨）
11、 将喷嘴小心插入仪器，注意标注“UP”一面朝上，当听到“咔哒”一声时，喷嘴会锁定在它的位置上
[image: image5.png]



12、 关闭分选保护门、分选舱门、上样舱门
13、 点击“下一步”
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14、 系统开始执行启动流程，大约需要10min。
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15、 此过程最容易出问题，鞘液桶拧得不够紧会导致漏气以致鞘液桶建压不过；可选择“细胞仪”下的“鞘液过滤器排气泡”、“流动室排气泡”。总之，无论哪个环节出现了问题，我们需要根据提示进行操作，实在解决不了则联系工程师处理。
16、 确认窗口将在启动流程结束后出现，选择“是”开始QC。
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17、 点击“关闭”来退出系统启动流程。现在这个系统已经可以使用
18、 配好的QC微球放入上样仓。质控微球的准备：5mL流式上样管中加入500µL超纯水，滴入约2滴CytoFlex Daily QC Fluorospheres （4度保存）混匀，若一次实验结束后混合液未用完，可用封口膜封住放4度冰箱，下一次能继续使用，做分析的QC能用的时间较长，只要保证所用的通道过了就不影响，而做分选的QC要求较严格，QC都要通过（使用前一定要摇晃混匀）
19、 选择批号，点击开始。确保“批号”下拉菜单可选择质控微球的靶值（由于目前只用一个牌子的微球，因此是只用选择默认条件下的批号）
20、 若系统进入待机模式，点击初始化对系统进行初始化，将准备好的质控微球样本管插入管架，在“批号”下拉菜单中选择默认批号，点击开始运行质控程序
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21、 左侧会显示完整的流程，右侧会显示相关图示
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22、 QC需要几分钟时间。在质控过程中，软件自动查找质控微球并计算结果。一旦完成结果将自动显示保存。若QC失败，从“细胞仪”菜单中选择每日清洁和排气泡，根据提示重复QC，若持续不过通过分选状态查看喷嘴插入情况，若插歪了则要在待机情况下取出喷嘴后重新插入
23、 QC通过，选择Yes进行分选校准。弹出分选校准窗口，“自动开始维护”一直要勾选，“手动校准”：当分选校准一直不过时可选用，点击，弹出一个窗口，根据液滴流动情况调节振幅和电压，分选过程完成后，整个开机流程就完成了
24、 分选设置：放上样本后，“文件”--新建实验--保存
25、 预先画一些图，一般为散点图
26、 运行，调整增益和阈值，增值的调节可使用小手工具直接将细胞群体推拽至想要的位置，最后双击即停止
27、 预收一些样本后，可停止上样，等画好想要分选的细胞群体后在直接开始分选
28、 想要的细胞群圈出来后--试管--试管分选，把想要的细胞群体分到想要的试管。当检测到试管收集的体积快满时，分选会自动停止，防止接收的细胞溢出来
29、 点击“分选”。当上样管和接收管为2mL EP管时，一定记得把盖子打开，掰到不会回弹的位置。取出样本时先选择“卸载样本”。
30、 孔板分选：选择“微孔盘分选”--“校准”--“测试”，查看机械臂位置是否合适，打4个孔，A1,A12,H1,H12进行4点定位，不合适再进行位移，位移合适后点击“保存”
31、 校准后，全选孔，点击“孔设置”--“确定”--“分选”
32、 点击“索引分选图”，可以告诉我们每个孔里的细胞的来源是在哪个细胞群里面，帮助我们回溯细胞来源
33、 垂直分选模式--让目标细胞不带电荷垂直落在接收板里，而我们的废液流对它进行加电，从而发生偏转，这对脆弱的细胞具有极大的保护作用
34、 “分选”--“切换分流液模式”，方法是废液槽取下向左移动再卡紧即切换到垂直分选模式，因为我们的废液流在垂直分选模式下是加电向左偏转的，点击“下一步”，垂直分选模式下的孔板分选设置和位置校准与普通的孔板分选一样
35、 关机流程分为每日清洗和清洗关机。
36、 选择“细胞仪”--每日清洗，在上样仓放入相应清洗液（10倍稀释的次氯酸钠溶液）清洗5min，点击“开始”.
37、 放入装有去离子水的试管，清洗5min，完成
38、 系统关机，在关机前需要将喷嘴先拔下来根据提示清洗分选仓的配件
39、 执行系统关机。
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