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一、
概    述
CRY-3型细胞融合仪可广泛应用于农业植物生物工程，细胞杂交，动物医学，微生物的细胞融合及基因导入（电转移）的研究。系统的构成由主机、融合电极室二部分组成。整机全部由数字集成电路加数码显示组成，外形美观，操作方便可靠，是各大专院校、科研机构进行细胞融合教学与科研的理想工具。
二、
 原    理
1、细胞融合仪电原理：该机主要由交流（成串）脉冲电压，频率信号发生电路，直流（融合）单脉冲电压发生电路及其它控制电路，检测电路、数显电路等组成。


























    由交流（成串）脉冲信号发生电路产生的高频交流脉冲(30KHz-3MHz
0- 48vp-p）可使原生质体极化，并迅速排列串珠状。直流（融合）单脉发

生电路可按设定的次数发出脉宽可调的直流高压脉冲(5US-5MS、0-600V)

使融合电极间的电场强度瞬间最高达到6000V/CM。
2、细胞电融合原理
细胞电融合主要是利用一种一定值的频率、电压的交流电场，使处于一定间隔的，平行的两电极间的原生质体排列成串珠状。再利用一定值的高压直流脉冲电场对细胞膜造成可逆击穿，从而诱导相互接触的细胞发生融合。
因为在外加电场的交流脉冲作用下可使细胞极化形成偶极子，相邻的细胞由于静电的吸引会彼此靠拢，同时由于融合室的电极间产生的不均匀电场，使细胞依次向电场强度高的电极部位移动，排列成串珠状这种排列是可逆的，电场消失后，细胞会自行恢复到随机分布状态，在不均匀电场中，细胞膜上所受的压力分布不均匀，导致原生质细胞膜出现局部的可逆击穿，形成微孔。在电场消失后自动闭合，但如果电场强度超过了临界值，则会造成不可逆击穿。
三、
技 术 参 数
1、
成串（交流）电场参数：
成串(方波)脉冲电压：峰一峰值0-48V（0-±24V），连续可调。
成串(方波)脉冲频率：30KHz-3MHZ连续可调。最佳稳定度1.0MHz-2.5MHz）
2、
融合（直流）脉冲参数：
融合（方波）脉冲电压：0-600V连续可调。电极间距1.0mm,融合脉冲电压在600V时，电场强度约6，000V/CM，0.5mm时为1.2万V/CM。融合(方波)脉冲幅宽：5,10,20,40,80,100,150,200µS,1MS,5MS,分十档可任选。融合(方波)脉冲个数：0-9个分十档可任选。闸门时间：短、中、长。    
3、
配有微量融合平板电极，极距0.5—1mm。特殊类型的融合电极(如铂丝，镍铬丝电极)可根据用户需要另行加工。
四、仪器面板、后板结构及功能说明
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 ⑴电源开关
     ⑵成串（交流）脉冲输出通/断开关，用以控制仪器向融合小室输出成串（交流）脉冲。按下此开关同时再按下⑧开关时才能启动融合小室交流电场，（二只开关指示灯都亮）。
⑶成串（交流）脉冲电压调节，用以调节交流电场的电压。
⑷成串（交流）脉冲电压显示，显示电压峰-峰值。
⑸脉冲触发开关，按下后立即松手仪器即按设定次数输出高压直流脉冲，完成融合过程。
⑹成串（交流）脉冲频率细调，中调，粗调。
⑺成串（交流）脉冲频率显示，用以显示交流电场所选择的频率单位为KHZ。
⑻融合（直流）脉冲输出通/断开关，按下此开关，再按下②开关时仪器的高压脉冲发生电路可与融合小室接通，指示灯亮，此时可施加融合脉冲。
⑼直流脉冲个数选择开关，可任意选择施加的融合脉冲个数。
⑽融合（直流）脉冲电压调节钮，设定所需的融合脉冲电压。
⑾直流脉冲幅宽选择钮，根据需要按刻度选择脉冲持续时间。
⑿直流脉冲闸门时间选择钮，决定交直流脉冲间隙时间，即在直流脉冲触发后，交流电场自动关闭的时间。
⒀融合脉冲电压显示，用以显示设定的直流高压脉冲电压。
⒁电源线插座。
⒂保险丝（2A）。
⒃仪器输出插座，（融合小室电极插座）
五、仪器使用说明
操作步骤：
⑴连接电源线插头至⒁。
⑵插入融合小室电极至⒃，将含有一定密度的动植物细胞融合液加入融合小室内，将融合小室板放至倒置显微镜下，调正光距至细胞清晰。
⑶按下电源开关①
⑷先调节成串脉冲所需频率（粗、中、细调⑥，然后调节所需成串脉冲电压③（峰-峰值）。
     ⑸调节融合脉冲脉宽⑾至所需值，调节融合脉冲⑨所需个数，选择好闸门时间⑿（一般为“中”）。
⑹调节融合脉冲电压⑩至所需值。
     ⑺同时按下成串脉冲及融合脉冲开关②、⑧，此时在倒置显微镜中可观察到细胞移动并排列成串状。
⑻按一下脉冲触发⑤开关，可观察到细胞被电脉冲击穿，并与相邻的细胞发生融合的景象。此时实验完成。取下融合小室，关掉电源。
六、仪器主要性能作用说明
CRY-3型细胞融合仪交直流电场全部采用方波脉冲，提高了电场参数的控制精度及融合效率。
性   能                       功        能
      收集细胞成串的交流电       生物细胞在交流电场中可排列成串，彼此
      场频率1MHz-2.5MHz          接触。该频率的设计范围宽，可为动物、
       （最佳稳定值）            植物、微生物各种不同类型细胞或原生质
                                 体的排列成串及融合提供最佳的频率选择
      收集细胞成串的交流电       该电压范围可以收集从植物原生质体到细
        场电压0-48V            菌体积不同各类的细胞。这一电压范围也
                                 同样可满足大容量融合小室使用较宽电极 

                                 间距时的电压需要。
      细胞融合脉冲电压范围       该电压范围可使任何大小的生物细胞在不
           0-600V                同极距的融合小室中诱导融合。
      闸门短、中、长             可在施加融合脉冲时，按设定时间关闭交
                                 流电场。相当于在交流脉冲中插入了直流
                                 脉冲。
      脉冲幅宽5µS-5MS           精确控制融合脉冲的时间。用多个短脉冲
                                 诱导融合比用单个长脉冲进行融合，细胞
                                 的存活率更高。
      脉冲个数选择1-9           调节施加的融合脉冲个数，为确定生物细

                胞的最佳融合条件增添了选择指标。
七、几 点 说 明
1、融合液的配制：电融合应在电介质浓度（导电率）极低的等渗融合液中进行。一般用双重去离子水加甘露醇或山梨醇或葡萄糖等，一般浓度为10％－20％，其电阻值不低于3-3.5千欧。细胞在融合前应在融合液中洗涤1000转/分×1分钟3-4次。注:若是用哺乳动物细胞融合,建议使用如下配方:甘露醇0.27mol/L；Hepes 0.5mmol/L；CaCl2 0.05mmol/L；MgSO4 0.1 mmol/L.
2、融合如需无菌培养，融合电极小室可用75％酒精浸泡30分钟后晾干进行无菌操作。也可用其它方法灭菌。
3、本仪器输出的直流高压脉冲（融合脉冲）电压,在开机初期有些波动是正常的,不是仪器故障.该脉冲电压也可用于进行外源基因导入（基因电转移）的研究。操作步骤同上，只需将成串（交流）脉冲电压设定为零。直接施加适宜的直流高压脉冲，以诱导细胞膜的可逆击穿。
4、电极短路会损坏仪器，开机前应检查电极是否短路。
5、请勿使用高导电率的融合液，否则会减弱电场强度。面板显示电压偏低融合效果差，并对细胞有害。
6、 各种动植物、微生物细胞的融合，成串的具体脉冲频率、脉冲电
压、脉冲个数，脉冲宽度的精确数据有待于实验者进一步实验摸索。
八、装箱清单

主机                                1台

电源线                              1根

电极小室（0.5—1mm）                1付
电极线                              1根

保险丝2A                            2只

说明书                              1本

合格证（含保修卡）                  1本
附:相关资料请上网查阅!
1. 打开Google网页；

2. 输入电融合、核移植、电融合液等词，搜索；

3. 寻找相关仪器使用方法和参数，按需摘要。

附件:

CRY-3型细胞融合仪不同条件下使用情况汇总

实验材料：小鼠免疫脾淋巴细胞，SP2/0骨髓瘤细胞，甘露醇电融合液

方法：按4种电极摸索多种相应参数方法

4种电极分别为0.5mm、1mm、1.5mm和2mm

1、1mm电极

	成串
	融合

	18V开始成串，一直到40V均好，以25V-33V为好，

2000-3000KHz无区别
	30V时不可融合，

60V时开始融合，到120V时细胞破亡

88V时融合细胞数量多，好， 无破亡

111V融合细胞数量更多，但有细胞破亡

70-90V为好


2、2mm电极

	成串
	融合

	成串电压25-50V、排列慢，很乱

高频2000KHz


	融合电压直到200V时有排列现象，但不融合，300V时，细胞融合极少，400V时细胞破

	结论：2mm电极在本试验中不可用，距离太宽


3、1.5mm电极

	成串
	融合

	30V可排列，至50V时均排列好

高频2000KHz


	140V时明显见双球哑铃形细胞融合，直至170V融合现象明显，大于170V细胞破。

140-160V为好


4、0.5mm电极

	成串
	融合

	5-10V开始有成串，慢；一直到40V成串好，成串长，大于40V后成串且成束。

因电极平行度差

以25-35V为好

2000-3000KHz无区别
	小于20V时难见细胞融合，到30V时可见细胞融合过程，效果明显。

20-120V均可融合

大于150V时细胞破亡

20-30V为好


建议：1、类似细胞请选1mm电极；

      2、实验中请用细胞恒温盒
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后面板示意图
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