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借助玻璃微吸管进行休细胞显微注射技术

是由 Graessmann (1 968) 和 Liacumakos 等

(1 970)发展起来。这种技术已成功地将 DNA、

mRNA 、 tRNA 和l蛋 白质等显微注射进细胞内，

并研究其生物效应 [I J 。

目前 已经能将一个体外培养的体细胞作为

"活试管" ， 通过显微注射技术，把 DNA 等 生

物大分子注射进细胞内来研究复杂的生物学现

象。 由于具有直观， 效率高，可自控注入的部

位(细胞楼戎细胞质 ) 以及供体和受体用量经济

等优点， 较之红细胞或蜡质体介导的技术有一

定的优越性。

近年来， 我们为开展基因转移的研究， 摸

索建立了体外培养细胞直接显微注射技术。并

采用闭路电视连上电视录象系统， 对显微注射

的过程和结果进行动态记录和电视思示。 现，将

实验方法概略介绍于下。

-、 显微注射仪器装置

显微注射仪 器 基 本装 置是 由 一台 Carl

Zeiss jena 右手显微操作器 ，一架 01ympus IMT 

型倒置相差显微镜， 以及 由本所工厂加工的底

座联结而成。

二、 微吸管的制备以及注射样品的灌载

(1) 微吸管的制备

微吸管由内径为 1 mm 左右的内 含 玻璃丝

的玻璃毛细管组成。将毛细管割成 7 cm 长度 ，

以硫酸重铭酸锦洗液·清洗 ， 继而先用流水冲洗，

然后用蒸if{水和纯酒精冲洗， 120"C干燥 ，储存

于密闭容器内备用。

我们采用垂直型微电极控制仪*来控制显

微注射用微吸管。适当调整电流强度、 通电时

间和拉力强度，即可获得满意的微吸管。制备

的微吸管其顶端直径为 1 μm 或小于 1 μm。 有

时微吸管顶端过细或封闭， 可将其置于显微镜

下与有机玻璃板碰撞， 使之扩口 或开口。

(2) 注射样晶的灌载

我们借助自己装置的显微操作器川，将样

品从微l贝管末端灌入。 j瞿载样品后的微吸管顶

端丰Vj下 Æ置放置片刻， 让其顶端的小气泡向上

逸出，样品靠微吸管内玻璃丝引达微吸管顶端。

样品溶液需经 15 ， 000 rpm 高速离心 15 分钟 ，

方可灌载，以免残颗粒阻塞微吸管。

三、细胞的准备

实验所用的细胞 有z 人体肝 癌 细胞系

BEL-7404 ， 培养液为 RPMI 1640 ， 含 10% 小

牛血清1 NIH 3T3，培养液为 DMEM ， 含 10%

小牛血请p 小鼠-fiíl经母细胞瘤 NBA 2 ， 培养液

为 MEM， 含 10%小牛血清。细胞接来1 1 在5cm

塑料培养皿底部或小盖玻璃片上。 一般取接种

后的第二天细胞供注射实验。 为了寻找和追踪

被注射的细胞， 我们也采用了 Graessmann 和

Graessmann (1 9 76 ) 的方 Ì"î: [ 3 J 1 盖玻片用金刚钻

笔轻轻地划成 1 mm2 的小格，细胞接种在这种

盖片上，即可定位及追踪。

四、显微注射

显微注射的操作在灭菌空调室内进行。将

戴信兰、 吴立丹和张憋弧参加实验工作。
静 坐理所生产。
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长有细胞的盖破片置于存有 Ranks 液 或不 加

血清的培液的 5 cm 塑料培养Jlll 内 ， 在显微镜下

物色好被注射的细胞并对准焦距。 操纵显微操

作器将显微注射微吸管移至显微镜视野正中央

并使做 LÇ~管尖端置于细胞上方。然后， 轻轻放

下微吸管，微吸管尖端刺入细胞。此时， 可看

到注入的样品液体从市1]入点流入并充满整个细

胞， 致使细胞休积明显增大(照片 1 - 2) 。 一

旦细胞披注射 ， 应立刻举起微吸管， 顺即以左

手操纵培养皿， 移动至下一个被注射的细胞，

并继续注射。

显微?叫才微 l吸管是通过管道与注射器相

连 。 管道内的液相压力传导系统的介质为石蜡

油。 在注射前，向前移动注射器针筒芯， 使管

道系统保持一定压力。在进行连续注射时， 无

需再转动注射器芯。微吸管尖端一旦刺入细胞，

样品液体会自动射出。 因此，微吸管切勿在细

胞内滞留过久， 否则， 会因注入过多的样品而

使细胞胀破。注射完毕后， 更换培液， 继续培

养， 检查结果。 注射后细胞 70-80%存活，继

续培养的结果良好。

五、 显微注射的动态记录和电视显示

细胞显微注射是在相差显微镜下进行的。

为了能进行动态记录 ，连上闭路电视录象系统。

细胞微贵注射的对象是活细胞， 因而不能

染色。尽管是在相差显微镜下操作， 细胞图象

的反差仍然是比较低的。 要摄取这样的显微图

象， 对电视摄象机就有一定的要求 ， 即灵敏度

要求较高， 有足够的对比度。 为此，我们采用

阳化铺摄象管， 管子的极限照度在 1 LX 左右。

因 1 所示的为闭路电视的基本框图， 主要

由摄象管 、 预放器、视频通道和场行扫描几部

分组成。被摄取的细胞光学图象通过显微镜在

摄象管的靶面上成象， 摄象管输出一个与光象

相对应的电视图象信号电流。信号电流先由预

放器作低噪声前置放大。 于页放器输出的电视图

象信号是比较粗糙的，必须再由视频通道处理

加工， 形成全电视信号。最后，在电视监视器的

图 1 闭路电视系统的基本框囹

固 2 细胞显微注射观察与记录实验貌置

荧光屏上显示出稳定、清晰、逼真的细胞图象。

实验装置采用 JX- 1 1 7 摄象机及本 所研制

的 84 型微光增强显微电视的高分辨率监视器，

录象机是用索尼 26 30 型 3/4 时的机器。对于一

般的显微镜戎相差显微镜， 如无特殊设计的电

视摄象光路，则可将摄象管的靶面置于显微镜

照相光路相当于底片的位置上。整个装置连接

如图 2 所示。

要对 细胞作动态实验记录时， 细胞图象由

摄象机摄取，然后由录象机将全电视信号记录

在录象带上。 如要反复观察， 仔细研究 ， 可以

使用录象机的重放系统， 因此细胞图象可以在

电视荧光屏上作重复的动态显示， 使用十分方

便灵活 (照片 3 一 的。
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