
现代生物技术译丛

微注射和转基因实验指南

〔德〕
A .西德 阿里吉尔

A .加西阿 卡伦卡
 编著

张玉静  等 译

2 0 0 2



内  容  简  介

本书介绍了微注射和转基因领域中的技术与方法 ,着重于实验策略 ,附有

详细的参考文献和具体的实验步骤。介绍了体细胞和胚胎细胞注射的方法 ,

体细胞注射的章节内容包括手工与自动注射系统、注射后细胞的摄像显微技
术、电子显微镜技术和原位杂交的分析方法。详细地介绍了不同目的的注射
实验 ,例如用于研究信号转导和微管动力学的方法。主要阐述转基因技术的

原理、新的策略和转基因技术的各种应用 ,主要以小鼠作为实验对象 ,此外还
使用了家兔和果蝇。本书也介绍了有关转基因鼠研究方面所需要的有关鼠饲
养方面的知识以及雄性生殖细胞的培养和有关精子介导的转基因的尝试 ,粗
略地介绍产生各种系嵌合体和生产 YAC转基因鼠的各种策略 ,并介绍了用鼠
胚作为一个鉴定基因活性的“试管”许多可能的应用价值。本书还介绍应用组

织标记的各种方法、转基因鼠研究对免疫系统和病毒研究方面的应用意义、采
用可诱导的位点特异性重组酶来改变基因活性方面的知识。
本书适于从事功能基因组研究、转基因等相关研究工作的研究人员参考 ,

也可供生命科学相关专业的教学科研人员使用。
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序   言

二十多年前 ,人们建立了培养细胞的微注射方法 ,后来将此技术用于把 DNA 注射到

小鼠的受精卵中 ,产生了转基因小鼠 ,这项技术对生物学的很多领域产生了巨大影响。采

用微注射方法所取得的资料 ,不仅对我们今天理解基因调控和高等真核细胞的细胞功能

起到了很大的作用 ,而且这些领域的知识与发展必定会对今后基础研究和应用研究带来

巨大的影响。

本书介绍了该领域的技术与方法 ,着重于实验的策略 ,附有详细的参考文献和具体的

实验步骤。现在人们仍在进行大量的研究 ,随之也会产生大量新的实验设计。本书介绍

了体细胞和胚胎细胞注射的方法 ,这两种方法所需要的设备基本相同。在关于体细胞注

射的章节中 ,我们全面地介绍了手工与自动注射系统 ,同时还介绍了注射后细胞的摄像显

微术 (videomicroscopy)、电子显微镜技术和原位杂交的分析方法。另外 , 我们还详细地介

绍了不同目的的注射实验 ,例如用于研究信号转导和微管动力学的方法。本书主要阐述

转基因技术的原理、新的策略和转基因技术的各种应用 ,主要以小鼠作为实验对象 ,此外

还使用了家兔和果蝇。

我们也介绍了转基因鼠研究所需要的有关鼠饲养方面的知识 ,然后介绍雄性生殖细

胞的培养和有关精子介导的 ( sperm-mediated)转基因的尝试。我们将粗略地介绍产生种系

嵌合体和生产 YAC 转基因鼠的各种策略 ,并介绍了用鼠胚作为鉴定基因活性“试管”的许

多可能的应用价值。最后我们将介绍应用组织标记的各种方法 ,例如 lac Z 等。并且也介

绍了转基因鼠研究对免疫系统和病毒研究方面的应用意义。一本转基因的书 ,如果不介

绍采用可诱导的位点特异性重组酶来改变基因活性方面的知识 ,那么这本书就不应该出

版 ;另一方面 ,对于从事鼠发育调控基因研究的遗传学家来说 ,从转基因插入位点克隆新

基因是一种有价值的工具。

书中含有大量的实用信息 ,我们在书中深入地分析了微注射方法的优点与局限 ,我们

也相信 ,广大读者能够从书中获得有用的内容、新的观点和有关这一相对较新的但却是发

展迅速的研究领域的进展情况。大量新的并不断改进的转基因方法和技术不断地涌现 ,

例如把分化细胞的细胞核转移到无核绵羊卵母细胞中的方法 ,较为先进的小鼠精子与受

精卵的低温保存方法等等 ,一定会给现代生物学带来新的革命。通过本书 ,读者可以领略

到这个领域中一些令人振奋的进展。

Erwin F . Wagner

1997年 3月于维也纳

· i·  



前   言

“⋯⋯即使是一个天才人物 ,在严谨的考核中 ,没有发生任何错误 ,我们也有充分的理

由说 ,这个人在某个领域中的发现与未发现的部分相比 ,仍是微不足道的。”

Santiago Ramón y Cajal ( 1825～1934)

《科学研究的格言与忠告 :精神的激励》, 1951

人类对发现的任何事物都有熟练地使用和改进的兴趣 ,这是我们遵循祖先的一个天

性 ,也是进化所必不可少的。一旦拥有了合适的工具 ,这种兴趣就会集中在生物体的功能

单位———细胞上。

虽然真核细胞的分子结构异常复杂 ,但仍可以在接受微注射处理后从操作所引起的

紊乱中完全恢复。的确 ,小心地向细胞核内和 (或 )向细胞质内进行注射 ,既不会明显地影

响培养的体细胞的增殖能力 ,也不会干扰受精卵的发育。由于这一事实 ,以及细胞内直接

操作的优点 ,使得微注射成为体外单个细胞实验的首选技术 ,也使之成为产生遗传变异动

物的一个理想技术。

本实验指南向读者提供在对单细胞、转基因胚胎和动物 (特别是鼠 ,也包括兔和果蝇 )

的研究中 ,使用微注射进行实验所需的技术和方法。我们知道这类实验的成功很大程度

上取决于实验的可行性、正确的设计和对结果的正确解释。所以除介绍必要的操作过程

外 ,我们特别注重每个策略中都有的一个比较详细的引言部分。另外还有详尽的参考文

献 ,或其他的操作方法。为了在一个有限的篇幅中达到上述目的 ,我们在不影响操作过程

的完整性这一前提下 ,尽可能地少重复其他书中已经提到过的内容。

总的说来 ,培养的体细胞、卵母细胞和受精卵的微注射可以使用同样的设备 ,所以本

书同时介绍了这两种方法。在第一部分中 ,我们对人工/ 自动和计算机辅助微注射所需要

的设备进行了全面的介绍。前 10 章中不仅包括了与单细胞微注射联系密切的技术 ,而且

还介绍了该技术在细胞生物学、基因表达和信号转导方面的典型应用。第二部分包括了

其余 20 章内容 ,涉及的面比较宽 ,从鼠的饲养到转基因动物的产生 ,还有利用位点特异性

重组的新技术进行的基因定向失活。这些章节的内容是按个体发育标准排列的 :生殖细

胞、卵母细胞、卵着床前胚胎、着床后胚胎、定向失活突变和转基因动物。所有的这些技术

都是利用小鼠 ,只是第二十九章和第三十章除外 ,这两章分别介绍了转基因兔和果蝇胚胎

的微注射。

我们感谢本书所有的作者为完成本书付出的努力与合作。我们还要感谢同行们提出

的很多有益的建议。另外感谢 Dieter Czeschlik 和 Jutta Lindenborn ( Springer-Verlag) ,以及
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Constanze Sonntag ( PRO EDIT GmbH)对我们提供的建议与帮助。最后 , 我们感谢 Interna-

tionales Büro of the German BMBF和 Mexican CONACYT的支持。

A .西德 阿里吉尔

A .加西阿 卡伦卡

于 1997 年 9 月
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第一部分

利用培养的体细胞进行微注射实验的
策略与方法
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第一章  �对培养的体细胞进行手工与自动微注射的方法和

对微注射后细胞的分析方法

引言

对活细胞的显微操作起始于 20 世纪的前半叶 ,首先应用于电生理的研究。在 40 年

代后期 ,建立了细胞内记录的可靠方法。在以后不到十年间 ,使用类似的技术直接将生物

物质转送到细胞内 ( Chambers & Chambers 1961)。起初微注射的目的是向培养的受体细胞

中转移哺乳动物的细胞核 ( Raessmann 1970)和染色体 (Diacumakos 1973)。随着物质的提纯

和设备的改进 , 已经能够向细胞内转移不同来源的大分子溶液 , 比如病毒 RNA( Graess-

mann & Raessmann 1976; Stacey et al . 1977 ) ,纯化的蛋白质 (Mabuchi & Okuno 1977; Tjian et

al . 1978 )和病毒 DNA(Anderson et al . 1980;Capecchi 1980)。人们采用同样的方法 ,利用微

注射把DNA转移到受精卵中 ,很快就有人报道克隆基因在鼠体细胞中得到了表达 (Gordon

et al . 1980)。不久 ,人们把重组基因稳定地引入到鼠生殖细胞系 ( Brinster et al . 1981;Wag-

ner et al . 1981 )。从此以后 ,微注射成为转基因动物研究的常规方法 ,广泛地应用于使用

活细胞的研究中 ,如基因表达、信号转导或细胞骨架研究等。

微注射可以实现两个细胞内的主要组分———细胞核和细胞质直接接触。所以微注射

技术可以用于只涉及到单个细胞的实验 ,可以精确地改变单个细胞或两个细胞的内环境。

更重要的是可以通过改变培养环境 ,对受体细胞进行各种处理。表 1 .1 中列出了微注射

中所有的变量 ,并附有相应的例子。像表中所叙述的那样 ,可以采用不同的变量组成许多

种策略 ,如注射样品、细胞内的目标组分 (包括细胞质、细胞核或两者都有 )、单一或多个注

射、特殊的细胞处理 (微注射前或注射后 ) ,以及不同的分析技术。

要设计出合适的微注射实验需要认真考虑到该技术的优点与不足 ,下面列出微注射

的一些主要优点。
● �可用于不同类型的细胞 ,包括已经建起的细胞系或原代培养物 ,微注射对使用后者的实

验特别有利 , 因为这样的细胞一般比较难培养 ,对培养基的变化特别敏感。原代培

养物在培养基中只能成活几天或几周 (例如神经元 ) ,或者只能传几代 (例如成纤维细
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表 1 .1  微注射实验中的部位和不同实验方法的例子

细胞核内/ 细胞质内微注射 细胞内过程 注入化合物的作用 注射后细胞分析

�DNA:细胞的、 �转录 �干扰细胞功能 : �表型的观察 :

 病毒的、质粒 �翻译  细胞周期中止、  细胞形态学的变化、

 和 YAC的 �复性  阻断细胞内信号通道、  生长停止、凋亡、

�RNA:细胞的、 �结合  阻断细胞内膜运输等  多核化、细胞融合等

 体外病毒转录的 �修饰 (磷酸化等 ) �影响细胞功能 : �生物化学分析 :

�反义 : RNA、 �转运  基因表达的调控、  CAT测定、

 寡核苷酸 �降解等  信号转导、  光谱测定酶活性

�核酶 :合成的、  细胞骨架装配等 �免疫荧光

 体外转录的  免疫组织化学

�抗体 :未标记的、 �原位杂交

 偶联的 �免疫电子显微镜

�蛋白质 :细胞的、 �分子生物学分析

 重组的  Southern和 Northern 印迹、

�提纯的细胞器 :  RNA 酶保护、PCR 等

 核、胞囊

�其他天然与合成

 产物

�混合化合物

� �附加细胞处理 : 35 RS-蛋氨酸 (用作代谢标记 ) , BrdU(标记新合成的 DNA ) , FITC-运铁蛋白 (用作受体介导的胞吞作

用的标记物 ) ,辣根过氧化物酶 (用作液相胞吞作用的标记物 ) ,放线菌霉素 D(阻断 RNA合成 ) ,放线菌酮 (阻断蛋

白质的合成 ) ,布雷菲德菌素 A (阻断 ER 向高尔基体的转运 ) ,噻氨酯哒唑 (解聚微管 ) , G-418 (新霉素抗药性的选

择 )等。

 1胞或角质细胞 ) ,所以 ,对于这样的细胞来说 ,微注射方法是 DNA转移实验中惟一可行

的方法。
● �只需要少量的样品 ,可以省去注射产品的大量制备和纯化 ,如 DNA、抗体或重组蛋白质

等。这些物质都比较昂贵 ,或者需要大量的时间才能获得。
● 可以把很多不同类型的人工合成品或生物制品注射到细胞内 ,由小的寡核苷酸到酵母

人工染色体 (YAC) ,或者是由肽到提纯的细胞器。
● 由于注入每个细胞内的样品量可以确定 ,那么就可以估计出每个细胞内所注入的分子

数量。
● 可以同时或连续向一个细胞注射两种或两种以上的样品。在实际中 ,还可以重新取出

细胞再次注入同样的样品或不同的样品。
● 微注射可以与细胞的前期、同期和 (或 )后期处理相结合 ,以便达到实验的最佳条件。
● 如果与免疫荧光法、原位杂交法或 PCR 法等敏感的分析技术相结合 ,注入产品的作用

可以在单细胞水平上得到测定。
● 快出结果。对于大多数用途的微注射 ,注射后不久就会得出实验结果。

微注射也有如下的局限性。
● 需要特殊的设备与技术。
● 需要逐个细胞操作 ,所以每次实验时只能研究有限的细胞 ,最多也不过几百个。
● 在针头穿过细胞膜或核膜时 ,微注射会给细胞带来一定程度的损伤 ,一方面是由于针头

形成的机械力 ,另一方面是由于从针头口流出的液体 ,后者使细胞内的压力增加 ,而且
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由于所注样品的性质不同 ,可能会引起局部离子强度、渗透压或 pH的改变。这种影响

在细胞骨架表现得最为明显 ,但也会波及到细胞内的结构 , 所以使结果的分析难度加

大。

上述所有的方面在微注射实验前都应预以仔细的考虑 ,以便选择出最佳的策略。例

如 ,微注射一般不用于 DNA转移 ,因为此法与钙沉淀、电穿孔和脂质体转染方法相比费时

费力。但是有些实验 ,例如使用原代外植块细胞或 YAC 载体时 ,微注射的优点使其成为

DNA转移的首选方法。

本章讨论向培养细胞中进行手工和自动微注射所需要的设备与方法 ,另外还介绍了

注入常见报告质粒 ( reporter plasmid)细胞的分析步骤。

材料

微注射设备

  最简单的微注射需要倒置显微镜 ,微操作仪和一个拉针仪 ,可用于拉制合适的微注射

针头 (图 1 .1)。为了得到最佳结果 ,建议使用一种精确的加压设备 (见下文 ) ;除此之外 ,

由 Eppendorf和 Zeiss 开发的自动或自动计算机辅助系统还需要一些额外的设备 (见下文 ;

参见本书第二章 )。最好把微注射的设备安放在专用的房间里 ,靠近细胞培养设备。另

外 ,显微镜与微操作仪都应该放在金属制作的平台上 ,平台放在防震的桌子上。

—  Leitz重型基座 ,可以在上面安放显微镜和微操作仪。

— 倒置显微镜 :例如 Nikon TMS和 Diaphot 300/ 2 ; Zeiss Axiovert 100 或 135 , 或 Axioskop FS

(图 1 .1A)。

— 微操作仪 (图 1 .1A, B) : Leitz (手动系统 ,应该安在平台上 )或 Eppendorf 5171(自动轴向

微注射系统 ,可以固定到显微镜的载物台上 )。

— 微注射器 (图 1 .1B)是一种以压力向细胞内注入样品的工具 , Eppendorf 5242 . 也可以选

用注射器 (最好用玻璃注射器 ,采用螺旋推柄 ,可以从 Leitz购买 ) ,需固定在平台上。

— 玻璃注射针头 :现有两种类型的微注射针头 :

Eppendorf预先拉制好的微注射针头 ,用塑料螺旋固定在 Leitz微注射针头架上 ,取下即

可使用。

使用拉针仪在实验室中自行拉制的微注射针头 (见下文 ,图 1 .1C )。最好使用硼硅酸

盐玻璃 的毛细管 (购自 Clark Electromedical Instruments , Pangbourne, Berks , UK, 货 号

GC120TF-10)。这样拉制的毛细玻璃管外径为 1 .2mm,管壁为 0 .13mm ,毛细管的全长有一

个直径 0 .1mm的细丝状物依附于它的内壁 , 它可使样品溶液到达微注射器的尖部 (图

1 .2)。关于从不同类型的毛细管拉制的微注射针头的具体指标和有关采用尖端气泡压力

测定针头孔径的方法 ,可参阅 Schnorf等 (1994)。

可以采用硅烷对微注射针头进行处理 ,以防样品和 (或 )培养基成分与玻璃的亲水表

面相互作用。最常用的硅烷化操作过程包括玻璃表面的亲水基团与有机硅烷之间的化学

反应 ,硅烷含有能与玻璃反应的亲水部分和具有疏水能力的碳氢链 ( Leyden 1985; Proctor

1992 )。可以用这样的方法处理微注射针头的内侧与外侧。但一般说来没有必要对针头

的内侧进行处理 ,因为在生理离子强度的溶液中 ,核酸和蛋白质与未处理的玻璃不会结合
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图 1 .1A-C  安装好的手动与自动微注射设备 (见材料部分 )。A: 手动微注射设备的组成部分 : 1 .防
震桌 ;2 . Leitz重型基座 ;3 . Zeiss Axiovert倒置显微镜 ;4 .右手 Leitz微操作仪。B: 自动微注射设备的
组成部分 :1 . Zeiss 倒置显微镜 ;2 . Eppendorf自动微操作仪(5171型 ) :2a为微操作部分 ,上面有三个电
动马达驱动的部分 ,可在 x、y、z三个方向运动 ;2b为电源部分 ;2c微电脑部分 ,配有键盘和操作杆 ;3 .

Eppendorf微注射器( 5242 型) ;4 .电视摄像机 ; 5 .电视监视器 ,显示出盖玻片上需要注射的细胞 ,显示

在右侧的微注射针头 ,指向屏幕中心。C: Sutter Instrument产水平拉针仪 ( P-87 型 ) 1 .加热丝固定器 ;

2 .左右滑夹 ;3 .夹子 ;4 .玻璃毛细管。
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(Thomas et al . 1979)。而且单链 DNA和蛋白质与硅烷化玻璃结合力大于其与未处理玻璃

的结合力 ( Proctor 1992 )。也许应该对微注射针头作外表面的处理 ,这样可以预防细胞的

亲水物质吸附在其表面 ,引起针尖的阻塞 ,影响注射 ,但利用硅烷处理的方法比较难。一

般说来 ,用同一个注射针头给一定数量的细胞注射时 ,吸附不会对工作有什么影响 ,所以

我们认为不必对微注射针头作硅烷化处理。

—  毛细管拉针仪

水平拉针仪 : Sutter Instrument Co .(Novato, USA) , P87型 (图 1 .1C)。装上一根毛细管 ,拧

紧左右两侧的夹子 , 做好固定 ,并使其中间部位对准加热丝。设定好电流、拉力和时

间 ,例如 ,热度 = 640 ,拉力 = 150 , Vel = 100 ,时间 = 135。然后按“开始”键 , 等待毛细管

被拉成两个所需的微注射针头 (图 1 .2 )。

垂直拉针仪 : David Kopf Instruments(Tujunga, California, USA) , 720 型 ,把玻璃毛细管固定

在上面的夹子上 ,使其对准加热丝后旋紧。抬起下面的滑夹 ,固定在毛细管上。调整

热度和螺线管范围 (例如热度 = 11 ,螺线管 = 3 .6) ,然后按“开始”键。

图 1 .2A-C  典型微注射针头尖部的扫描电镜图像。图中的微注射针头是
采用图 1 .1C所示的水平拉针仪 ,用硼硅酸盐玻璃毛细管(见材料部分)拉制
而成的。针头的内径约为 150nm,外径约为 350nm。各微注射针头针尖部分

的尖度和形状略有差别 ,微注射针头上面附有一层 10nm的 Au/ Pd膜 ,可以
使其外观良好、光滑。图中的针头用 FESEM拍摄( Philips XL-30EFG) ,30keV。
图中白色横线代表的长度为 A . 200μm、B .2μm、C . 200nm。

细胞培养设备

—  细胞培养箱和超净台

— 塑料平皿与盖玻片 ,把欲进行微注射的细胞铺在直径为 60mm的组织培养皿中 ,皿中放
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置玻璃盖玻片 (最多可放 6 块 ,直径为 10～15mm) , 准备好注射细胞 (大多数情况下 ,

20%～40%汇合 ) ,将一块盖玻片转移到另一只含有 4～5ml缓冲培养基的培养皿中 (直

径为 60mm)。

在微注射细胞铺板前两天 ,按如下方法处理盖玻片 :

1 . �把盖玻片放在陶瓷或金属架上 ,相互不要接触 ,垂直放成一排。

2 .在装有自来水的烧杯中 ,做快速的浸泡和冲洗。

3 .在纸巾上把架子控干 ,再放入盛有 0 .1mol�/L HCl 的烧杯中 ,温育过夜。

4 .用自来水冲洗盖玻片 ,每次 10min,共 5次。

5 .把架子浸入到 70%的乙醇中 ,温育 60min。

6 .用去离子水略加冲洗。

7 .放在纸巾上控干。

8 .放在室温下自然干燥 30min。

9 .在 220～250℃干烤 6h。

—  金刚石笔。用来在盖玻片上标记小的圆圈或十字。可以在标记内或附近做细胞注射 ,

这样便于重新找到已注射的细胞。也可以购买蚀刻网格的盖玻片 ( CellLocate盖玻片 ,

Eppendorf)。

缓冲培养基

在做研究时 ,我们利用培养箱维持 CO2 5%浓度 ,实现了生理上所需要的稳定的 pH,

除了培养细胞系或原代培养物所需的培养基外 ,我们还可能需要缓冲培养基 ,以便在注射

时保存细胞。最好的培养基应该能够满足细胞和实验目的的要求。我们可以按下面的方

法制备培养基。

— �含 25mmol�/L HEPES pH7 .2 培养基 (贮存液 1mol�/L,无菌过滤 ,室温保存 ) ,也可用相当数

量的碳酸氢盐代替 ,使 pH维持在生理范围内。

— 无血清培养基 ,用 25mmol�/L HEPES, pH7 .2 作缓冲剂。

— Hank 氏平衡盐溶液 (HBSS) ,用 25mmol�/L HEPES pH7 .2 作缓冲剂。

上述培养基应该加有青霉素或链霉素。但一般不必加抗真菌抗生素 ,因为可能会给

细胞带来损伤。实际上 ,如果在洁净的实验室内进行微注射 ,没有必要加抗真菌制剂。

注射缓冲液

有很多缓冲液可以用来配制注射样品 ,下面列出最常用的缓冲液 :

1 . �Tris-EDTA缓冲液。10mmol�/L Tris-HCl pH7 .4 ,0 .25mmol�/L EDTA . 这种缓冲液最常用于

核酸溶液 ,可以注射到培养细胞或卵细胞的核里 ( Wassarman & DePanphilis 1993; Hogan

et al . 1994 )。

2 .磷酸盐缓冲液。磷酸根是细胞内液中的主要阴离子 ,所以可以作为较为理想的注射缓

冲液。但在生理范围的浓度 (例如 , 48mmol�/L K2 HPO4 , 14mmol�/L NaH2 PO4 , 4 .5mmol�/L

KH2 PO4 , pH7 .2 , Graessmann et al . 1980) ,如果与培养基接触 ,可能会在针头尖部形成磷

酸钙而沉淀 ,阻塞样品的出口。所以很多研究人员愿意使用低浓度的磷酸盐 ,并用高

于生理水平的氯离子补偿上述磷酸盐的浓度 ,这样会维持 Na
+
和 K

+
接近正常细胞内
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