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　　摘要：显微操作针是显微操作的必备工具，其制作的好坏直接影响到操作的成败。介绍了利用拉针仪、断针仪、磨
针仪制备用于小鼠胚胎移植显微操作的移卵针（ｍｏｖｉｎｇｐｉｐｅｔｔｅｓ）、注射针（ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｐｉｐｅｔｔｅｓ）和持卵针（ｈｏｌｄｉｎｇｐｉｐｅｔｔｅｓ）
的制作方法，以供实验参考。
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与创新利用。Ｔｅｌ：（０８５１）８２９２１８３；Ｅ－ｍａｉｌ：

　　近２０年来，ＤＮＡ显微注射技术已成为转基因动物生产
中基因转移的重要手段。而显微操作针是应用于辅助生

殖［１］、动物克隆［２］、转基因动物的制备［３］和嵌合体动物制

备［４］等方面的重要工具之一。显微操作的成功与否与显微

操作针制备的好坏密切相关。目前购买成品针用于显微操作

成本太高，许多领域的特殊操作用针只能通过人工拉制，因

此，多数实验室倾向于自制显微操作针。目前大多选择购买

拉针仪、断针仪和磨针仪等仪器设备，自行拉制显微操作针，

从而可以对显微针的参数进行精确的控制，获得理想的实验

用针。本研究通过日本尼康ＮＴ８８－Ｖ３型倒置荧光显微操作
仪，总结出适合该设备系统的显微操作针制备方法，以供实验

参考。

１　材料与方法

１．１　仪器设备与材料
倒置荧光显微操作仪（日本，尼康 ＮＴ８８－Ｖ３），水平拉针

仪（日本，ＮａｒｉｓｈｉｇｅＰＮ－３０），磨针仪 （日本，Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ
ＥＧ－４４），断针仪（日本，ＮａｒｉｓｈｉｇｅＭＦ－９００），微电极玻璃毛
细管（外径：１．００ｍｍ，内径：０．７０ｍｍ）和微电极玻璃毛细管
（外径：１．００ｍｍ，内径：０．６６ｍｍ），眼科镊。
１．２　方法
１．２．１　制针用毛细玻璃管的准备　购买经过硅化的毛细玻
璃管时，需检查是否经过灭菌处理，多数商家提供的毛细玻璃

管不用灭菌，拆开包装就可直接使用，最好现用现拆，避免过

早打开积累灰尘。但有些厂家的毛细玻璃管出厂前仅用

７５％乙醇处理，需要经过以下处理才能使用：４％ ＨＣｌ浸泡
２４ｈ，除去沾在管壁的污质，自来水冲洗至中性，用去离子水

冲洗后浸泡０．５ｈ，烘干，７５％乙醇浸泡２４ｈ，去离子水冲洗，
烘干，包装后１６０℃干烤灭菌２．５ｈ［５］。
１．２．２　移卵针的制作　双手持住一根１０ｃｍ的玻璃管（外
径：１．００ｍｍ，内径：０．６６ｍｍ）两端，将玻璃管的中部置于乙醇
灯外焰，边旋转边加热，当玻璃管变软时，迅速水平拉伸，回折

至拉细处断开，并在乙醇灯外火焰上快速抛光移卵针尖端

１～２ｓ，在体视显微镜下观察针的尖端是否光滑，是否保持一
定的内外径。理想的移卵针内径在１５０～２００μｍ之间为宜。
使用时与口吸硅胶管连接。

１．２．３　注射针的制作　注射针的制备分 ５步：拉、断、磨、
拔、弯。

拉：使用水平拉针仪拉制。设定好拉针仪的３个参数：热
度、主磁力、副磁力，戴一次性乳胶手套将微电极玻璃毛细管

（外径：１．００ｍｍ，内径：０．７０ｍｍ）置于拉针仪“Ω”形铂丝的中
央，并拧紧两边的螺丝固定好。运行参数，将拉出的针坯用眼

科镊放置在准备好的塑料泡沫针板上，待用。

断：使用断针仪水平断针。首先在１００倍视野下，将电热
丝及事先制作好的玻璃珠调至最清晰的位置，将拉好的针插

入持针器内，并将其水平放置在支撑架上，在镜下调清针的位

置，水平调节针的位置使其断针处的位置位于玻璃珠的正上

方，踩下踏板接通电源，缓慢调节温度旋钮使铂金丝和玻璃珠

微微发红时（约４５℃），将针靠近并紧贴，此时，针会有微小的
摆动，说明针与玻璃珠开始熔化粘连，松开脚踏板，这时电热丝

和玻璃珠冷却会产生向下的拉力将针断开。此时针口将被断

成一个断面，要求断面垂直、平滑、干净（图１、图２）。

　　磨：用磨针仪滴水磨针。将断好的针插入持针器里，拧紧
螺丝后固定在磨针仪上，调好角度４５°～５０°，调节升降旋钮，
使持针器缓缓下降至针尖与磨石的平面刚好接触，在磨针仪

的注射器内加适量的去离子水，使之均匀滴下，调节磨石的转

—６２２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第４期



速使水滴不被迅速甩掉为宜，这样磨出的针比较干净，６ｍｉｎ
磨好１根。

拔：使用断针仪垂直拔尖。首先在１００倍视野下，将铂金
丝和玻璃珠调至最清晰的位置，将磨好的针插入持针器内，并

将其垂直放置在支撑架上，在镜下调清针并使针的位置位于

玻璃珠的正上方，磨面正对操作者，踩下踏板接通电源，缓慢

调节温度旋钮使铂金丝略呈橘红色（约５０℃），缓慢下降针
尖端，使其靠近玻璃珠并与之接触，待针尖一接触玻璃珠就迅

速将针向上撤离，此时针尖被拉成一个短而锐利的尖，以利于

穿刺进入卵母细胞胞浆膜。

弯：使用断针仪水平弯针。把持针器调成水平放置，调清

视野，针在玻璃珠的上方一段距离，踩下脚踏板接通电源，缓

缓调节温度，直至铂金丝和玻璃珠呈橘黄色（约６０℃），将玻
璃珠缓缓向上面靠近玻璃针，同时观察镜中的标尺，达到所需

要的角度（１５°～２０°）时，立即松开脚踏板，即成所需角度的
注射针（图３、图４）。

１．２．４　持卵针的制作　持卵针制备分４步：拉、断、烧、弯。
拉：同注射针拉针。

断：同注射针断针。

烧：将已断好针的断面竖直或水平接近玻璃珠，相距

１０μｍ左右，不可相互接触，踩下踏板接通电源，并缓缓调节
电热丝的温度（约６０℃），铂金丝和玻璃珠变橘黄色时，针管
口内径慢慢回缩，用目镜中的显微标尺观察尖端内径变化情

况，直至内径为１５～２０μｍ时松开脚踏板停止加热，将温度
旋钮调回“０”位置。此时持卵针内径大小合适，表面光滑（图
５、图６）。
　　弯：同注射针弯针一样，角度有所差别，一般在２０°～３０°
较为适宜。

１．２．５　针的保存　若针管中有碎屑或灰尘，可用１０％氢氟
酸溶液冲洗５次，再用去离子水冲洗５次。将制作好的针存

放于７５％乙醇清洗过的塑料盒中，固定存放。使用前用紫外
线照射３０ｍｉｎ杀菌消毒。

２　讨论与结论

转基因小鼠的制作过程中包括许多关键步骤，而且每一

步又有很多因素对转基因小鼠制备的成败产生影响，显微注

射是其中核心部分，除了显微操作的速度、显微操作的方法、

培养液的成分、培养环境的温度和ｐＨ值的稳定等因素［６］外，

拉针仪、断针仪相关参数设置，断针、磨针所采取的不同方式

及显微操作针拉制的好坏都会影响转基因实验的成败。

２．１　拉针仪相关参数设置对针坯的影响
笔者所在实验室采用 ＰＮ－３０水平拉针仪（日本，Ｎａｒｉｓｈ

ｉｇｅ）拉制显微操作针，该仪器包括：ｈｅａｔｅｒ（热度）、ｍａｇｎｅｔｓｕｂ
（副磁力）、ｍａｇｎｅｔｍａｉｎ（主磁力）３个参数，根据制备针的不同
选择不同的参数组合。热度主要是对玻璃管进行加热，热度越

高，针拉得越快、针尖越长、针尖的口径越细，数值范围一般在

７０～８５之间。主磁力决定针尖的细度，数值越高针尖越细，数值
范围一般在６５～１００之间。副磁力是决定针尖细部的长度，数值
越高针尖口长度越长，数值范围一般在２２～５７之间。这些参数
是相互影响的，拉制针时调节一个参数其余固定，找到一个最合

适的参数，并固定下来。如热度为８５℃、主磁力为６７．２、次磁力
为２３时，可拉制出长１５～２０ｍｍ、内径１０μｍ左右的操作针。
２．１．１　铂金圈的形状对针坯的影响　拉针仪上的铂金圈很
重要，其形状如“Ω”形，表面要光滑呈圆弧形，如出现任何不
规则的形状都会影响拉制针的形状。所以用眼科镊取出拉制

好的针坯时，要特别小心，不可触碰到铂金圈，避免外力改变

其形状，导致后续的工作无法正常进行。放置毛细玻璃管时，

要固定在铂金圈的中央，不接触到其任何一边，固定时要拧紧

螺丝旋钮，同时同向旋钮，防止拉制时一边没固定好拉不断毛

细管，从而导致受热不均，拉力不均，拉不出高质量的针坯，此

时的针尖端易弯翘、扭曲，影响使用。

２．１．２　铂金丝上玻璃珠的位置、大小对注射针和持卵针拉制
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的影响　铂金丝上玻璃珠的最佳位置是向上有个凸起、外径
８０μｍ左右为宜（图７），玻璃珠太大或太小都易使针弯而不
断。玻璃珠往往在煅烧时容易熔化下垂，在铂金丝下方出现

凸起（图８）或者铂金丝上没有玻璃珠（图９），这２种情况都
是不合适的，在断针、烧针、弯针时容易受热不均，导致针尖端

的不平、针管的变形、针弯而不断等，拉不出质量好的针胚，影

响使用。

２．２　断针仪上不同处理方式和温度选择对显微操作针拉制
的影响

２．２．１　断针方式及温度控制对注射针和持卵针拉制的影响
　使用断针仪断针方式分为水平断针和垂直断针２种，经实
践比较，水平断针效果优于垂直断针，垂直断针因看不见玻璃

珠和针管的接触情况，往往会出现视野内断得较直，但是旋转

至水平后却发现针是弯的。相比之下水平断针就能避免这样

的问题，它能很好地看清玻璃珠与针管的接触情况，在视野里

能一目了然地观察断针情况。较适宜断针的温度应为铂金丝

和玻璃珠微微发红时（约４５℃）。温度过高易使针管熔化粘
连在玻璃珠上，而且断的针尖端容易不平整、扭曲；温度过低

则无法把针拉断。

２．２．２　拔尖的方式及温度对注射针拉制的影响　拔尖采用
水平拔尖或垂直拔尖皆可，要求针尖磨面正对操作者，针与玻

璃珠要完全垂直，这样拔出的尖才不会弯斜。较适宜拔尖的

温度应为铂金丝和玻璃珠略呈橘红色（５０℃左右）。温度过
高针尖拔得太细长、针口易皱缩熔化乃至封口；温度太低，针

尖拔得很短、不锐利乃至拔不出尖，还易把针拔断。

２．３　磨针方式对注射针拉制的影响
使用磨针仪磨针的方式有２种：一种是加水磨针，一种是

不加水磨针。经过实践比较，加水磨针效果优于不加水磨针。

不加水磨针，时间较快，但是针管内会粘上玻璃碎屑和灰尘，

需用氢氟酸和超纯水清洗才能使用，比较麻烦；加水磨针，时

间相对慢点，但磨出的针较干净、可直接使用。

２．４　显微操作针的评定标准
２．４．１　注射针　拉制的针应长５～８ｃｍ，才能保证有适宜的
注射用尖端。最好的注射针尖端的直径应小于１ｍｍ，内径在
１０～１２μｍ之间。在光学显微镜下无法看清，如果能在光学
显微镜下看清注射针尖端的开口，则说明针尖端开口直径过

大，注射针开口太大则刺入原核就会很困难，注射后更多的受

精卵会裂解；但是，如果开口太小，粉尘堵塞针尖的可能性就

会增大。哪种大小的针最佳，必须要试不同规格的注射针以

确定哪一种是最合适的。另外一个重要的参数即针尖部的锥

度，这可以通过测量针的距尖端固定距离处的直径来估计。

在距注射针尖端５０μｍ处的直径应为１０～１５μｍ或更小。
注射针的肩部到尖端的距离应为５～８ｍｍ。Ｊｅｆｆｒｅｙ等研究表
明８ｍｍ是最佳的［７］。如果这个距离过小，注射针的肩部会

使针的尖端在注射小室的底部无法固定，从而影响注射的效

果；如果针太长，注射时注射针在穿过厚的矿物油层时容易不

稳固而弯曲，从而导致注射失败［８］。

２．４．２　持卵针　管尖端外径和卵母细胞直径相差不应超过
１０～３０μｍ。管口中央与卵母细胞中央应在同一水平线上，
这样在固定卵母细胞时就不会发生垂直方向上卵母细胞的运

动。管口外径不宜太大，否则卵母细胞不易按要求固定。在

被固定前，垂直方向上的位置变动会导致极体位置变化。如

果管口外径太小，在去核时卵母细胞往往摆动，影响操作。持

卵针内径开口在中间为最佳。要做到这一点，必须保持断端

平齐。理想形状的固定针应是外径１００～１２０μｍ、内径１０～
２０μｍ，两边对称并光滑［９］。

２．４．３　移卵针　针管断面要求平齐、均一、光滑。拉制好的
移卵针的外径应为１５０μｍ，略大于受精卵的透明带直径。
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