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S3e简易操作指南
1． 检查液流系统
首先打开仪器左前方的液流舱门，检查DD H2O和鞘液sheath是否足量，废液是否清理倒空，具体操作流程如下：
1.1 打开仪器左前方箱门后，通过按金属按钮快速接头脱离盖组件，并抬起快速接，稍微抬起液流箱并拉出；
1.2 按照要求装满或者更换液体；
1.3 小心将盖组件（为避免弄脏，更换液体时可放在干净容器或者灭菌纸中暂时存放）放入到液流箱内并拧紧盖子；
1.4 将液流箱按指定位置放回（快速连接头上面会有液流箱指示说明）；
1.5 将快速接头连接到盖组件上，当听到“咔嚓”一声，表明连接成功，如没听见该声音，请重新连接。
2． 启动S3e流式分选仪
打开仪器操控电脑，启动S3e细胞分选仪，登陆ProSortTM软件，启动系统，具体操作如下：
双击电脑桌面的ProSortTM软件；
登陆软件，有三种登陆方式，包括user, admin, service,根据需要选一种模式等陆;
在setup and maintenance菜单栏中，点击startup按钮启动；
选择启动，然后在启动设置对话框中点击复选标记选项按钮；
等待仪器完成自动启动程序（整个过程大约20分钟完成）。

3． 仪器校准
为了保证仪器处于最佳状态，必须每天运行质量控制（QC）程序。这个程序需要ProLineTM校准微球来调整光路。验证QC参数，设置液滴形成，调整分选液流，计算液滴延迟并监测液滴断点是否能稳定维持。
[bookmark: _GoBack]混匀ProLineTM校准微球并向一个5ml流式管中加入6滴（大约0.3ml），注意不要稀释微球；
将试管放入上样台并移动推入至运行位置；
在setup and maintenance菜单栏中选择点击Run QC按钮；
在微球校准设置窗口的微球批号下拉菜单中选择正确的微球批号，然后点击勾号开始运行QC程序(如果使用新批号微球，需要在admin登陆下输入相关信息并确认QC参数)；
在QC完成液滴延迟校准后点击对号关闭窗口，QC报告会显示QC是否通过以及详细参数。
4． 数据获取
仪器运行样品后，会自动获取数据并保存为FCS3.1格式文件。具体获得数据操作如下：
新建或打开程序，创建直方图或者散点图；将样品管放到上样台并移动至运行位置；
可以根据使用的荧光标记重新命名各个检测器；检查Cycle Mode以允许数据刷新显示；
确认样本速度，阈值等；在仪器控制面板，点击start按钮开始获取样本；
调整FSC和SSC电压（PMT）以将样品显示在图的合适位置，并确认样本速度，阈值等；点击Stop按钮停止样本获取；
检查并确定获取样本数量上限（可以选择Auto Save，当达到获取数量上限后会自动保存文件）；
如果没有选择Auto Save，需要重新收集样本并保存FCS文件；
解锁上样台并取出样品管，系统会在获取下一个样本前将上样台移动至清洗台进行清洗。

5． 分选
选择File>New Protocol或者Open Protocol;
点击Home标签，在工作区域添加散点图或者密度图；
如果需要，调整上样区和样本收集区的温度控制；
获取少量待分选样本，具体操作步骤见步骤四；
确定好分选区域后，设置分选区域，右键点击待分选区域并选择分选方向，如果进行两路分选，重复上述步骤；
点击Sort Logic Options选择按钮并在下拉菜单中选择分选收集管类型（默认为5ml流式收集管）；
设置分选模式（纯度Enrich，富集Purity，单细胞Single）及分选数量等参数；如果需要监测收集体积防止溢出，在Sort Logic弹出对话框勾选Prevent Overflow,并填写收集管体积（ml）；
将分选收集管放入相应的分选位置，确保5ml收集管中至少有0.5ml缓冲液以保护分选细胞；
关闭分选舱门，点击仪器控制面板的Start Sorting按钮，出现Sort Statistics窗口并且开始分选。

6． 关闭S3e细胞分选仪
首先确定上样台处理清洗位置，在Setup and Maintenance菜单栏中点击Shutdown，选择Yes确认关机；
选择Yes 不保存方案，或者中止关机程序保存方案；
根据软件提示加入清洗液，或者点击Shutdown省去清洗程序（为了保证仪器工作状态，建议每次关机前都进行洗清）；
如果使用自动开机选项，在restart窗口选择Yes,然后选择启动日期和时间；点击Shutdown完成关机操作后，关闭软件及操控软件。
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