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BD FACSAriaⅢ操作规程
开机

1 开机前的准备：
1.1 检查各个试剂桶的状态，若需添加及清空，及时处理。
1.2 鞘液桶需定期用75%酒精及无菌水消毒清洗（1-2周，视仪器所处环境而定）。
1.3 检查偏转板及上样台上有无水渍或盐结晶，如有，使用不易掉棉絮的脱脂棉擦拭干净。
1.4 喷嘴置于DI水中超声清洗10-60s。
2 开启稳压器，开启电脑（登陆账号密码咨询装机工程师），登陆系统。
3 按下仪器电源开关，按需开启激光电源（蓝色激光必须开启）。
4 打开FACSDiva软件，等待仪器与电脑连接。连接完毕后，软件显示绿色的connected。
5 在菜单“Cytometer”下方，点击“Fluidics Startup”。

5.1 确认将液路管和气路管道从酒精桶断开，连接到鞘液桶；完成后点Done；
5.1.1 为避免液体返流入鞘液桶，可先连接气管后执行Fluidics Startup，等到鞘液桶充气后再连接液路管（可选）；
5.2 确认闭环喷嘴（Closed Loop Nozzle）插入流动室，点Done，等待仪器完成液流启动（约5min）；
5.3 移去闭环喷嘴，完成后点Done；
5.4 插入合适规格的分选喷嘴；
5.5 点击OK，完成整个过程；
6 打开stream，等待1min，液流进入稳定状态。
6.1 如果液流出现抖动、分散、卫星液滴不融合、喷溅等异常状态，需及时处理。此时出现问题，通常为喷嘴、鞘液过滤器或鞘液不洁净，请及时排查处理。
6.2 如果液流稳定，则可以进入仪器质控、分选参数调整及实验参数校准及分选流程。
分选设置
1 观察液柱是否位于废液槽中央。如有偏移则手动调整（更换喷嘴时常见）。
2 调整小激光，使偏转液流窗中的亮点最亮。
3 在断点液流窗底部调整Ampl值，使断点位于画面的上半部分，将Drop 1的实测值输入左边对应的文本框中，点击sweet spot（推荐每次Drop1的值都尽量与上次接近，Gap值为培训时设定的推荐值）。
4 打开Voltage、test sort，确保测试液流稳定、集中。确认无误后关闭两个按键。此步中若测试液流不稳定，提示喷嘴、鞘液过滤器或鞘液不洁净，及时排查处理。
5 在Experiment菜单中选择New experiment中的Accudrop Drop Delay，点击ok（已建模板可反复使用）。
6 在Accudrop Drop Delay实验中激活tube，并展开左侧十字，双击sort layout。
7 确认仪器上盖已经盖好。
8 在上样管中加一滴摇匀后的Accudrop beads，加鞘液至0.5ml，上样，调整上样速度为1000-15000/s。
9 点击sort layout左下方的sort。在弹窗中选择cancel。
10 打开Voltage和optical filter，调整分选液流的角度，使两条液流均在各自方框内。
11 在Laser选项卡中将Window Extension变为0。
12 手动切换Initial和Fine Tune分选模式并寻找最佳Accudrop值，或应用软件的Auto Delay模式自动计算。完成后Unload样本。
13 在Laser选项卡中将Window Extension变为2。
14 切换至样本实验模板，新建Sort Layout，根据实验需要选择Device。
15 安装分选收集装置，打开Voltage和Test Sort，打开waste drawer，观察测试液流是否进入收集管中，若有偏差，调整相应充电电量。完成后关闭三个按键。
16 根据实验需要选择分选模式（Yield、Purity、4-way Purity、Single Cell），设置分选细胞群体及分选细胞数量，上样样本，点击Sort，在弹窗中点击OK，开始分选。
17 分选过程中注意分选液流是否集中和稳定。如出现主液流抖动或分选液流分散，提示样本中有细胞团块、悬浮液粘稠或者喷嘴规格过小，请根据情况及时排查和处理。
无菌清洗 （Prepare for Aseptic Sort）

1 液流桶无菌处理
1.1 鞘液桶灭菌（可高温高压灭菌，亦可酒精消毒。高温灭菌时注意取下液面感应器），并倒入无菌鞘液。
1.2 DI桶灭菌（可高温高压灭菌，亦可酒精消毒）后，装入2L无菌水，并加入6ml BD FACSClean液。
1.3 FACSClean桶加入2L BD FACSClean液，Ethanol桶加入70%乙醇。
2 打开Cytometer<Cleaning Modes<Prepare for Aseptic Sort。
2.1 确认鞘液过滤器为无菌状态，点击“Done”
1.1 安装闭环喷嘴，点击“Done”。

1.2 将漂白水桶液流管与DI液流端口相连，点击“Done”，等待程序结束。

1.3 将两个液流管复位，点击“Done”。

1.4 将鞘液液流管（不包括滤器）与液流车侧面的液流输出端口（Fluid（B））相连，点击“Done”。

1.5 将鞘液液流管从液流车上断开，与鞘液桶上的无菌滤器相连，点击“Done”。

1.6 若要接着进行分选实验，点击第一个Run；若要终止实验、关闭系统并清洗流动室，点击第二个Run。
关机

1 关闭激光。
2 使用FACSClean液高速冲洗上样针5分钟，执行Sample Line Backflush 30s。
3 用DI水清洗waste drawer后，关闭Stream。
4 取下分选喷嘴，换上闭环喷嘴。关机选择:
4.1 每日关机：关闭液流。放一支装有3ml无菌DI水的上样管在上样台上，执行Clean flow cell三次。

4.2 深度关机（仪器经常处理不同类型样本，或者存在管路污染的情况。可每周一次或按需执行）：
执行Cytometer菜单中Fluidics Shutdown。
4.2.1 Ethanol钢桶中装入3L 70%乙醇。
4.2.2 从流动室上移去分选喷嘴，完成后点Done。
4.2.3 插入闭环喷嘴，完成后点Done。
4.2.4 将除过滤器外的液流管和供气管分别连接到酒精桶上，点Done，等待完成。
4.2.5 放一管3ml无菌水，完成后点Done；
4.2.6 提拉鞘液桶上的拉环，使鞘液桶泄压。
4.2.7 清洗完成后，按提示，点OK。
4.3 长期关机（仪器超过一周不开机）
4.3.1 执行Prepare for Aseptic sort程序。
4.3.2 FACSClean桶中装入2L无菌DI水，选择Cytometer<Prime after tank refill，选择Bleach，等待程序结束。
4.3.3 鞘液桶消毒后装入2L无菌DI水，将气路和包括鞘液过滤器在内的液路连接在鞘液桶上执行Fluidics Shutdown程序。
5 取下闭环喷嘴，用无菌水冲洗，放入喷嘴架中。
6 退出FACSDiva软件，关闭电脑，关闭仪器电源。喷嘴置于DI水中超声清洗10-60s后，取出置于喷嘴盒中保存。
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