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小鼠胚泡注射TCM-199溶液的实验

王培生 李树英 魏钧
（中国科学院遗传研究所，北京）

哺乳动物中卵的显微操作技术是研究细胞

分化、细胞器之间相互作用及基因调控的重要

方法之一。卵显微注射是显微操作中一项较为

困难的技术。1966年Lin(2,31对小鼠原核潮卵

注射柠檬酸盐一洛克氏液，1973年［191又对小鼠

胚泡注射锥虫兰溶液，均获得发育正常的小鼠。

国内尚未见报道。

我们的试验主要是将 TCM-199溶液注射

于胚胎内，观察对胚胎有无损伤作用，并检验胚

胎注射技术是否成功，为今后开展这方面的研

究创造条件。

(70%) 0.48m1，牛血清 20m1，青霉素7.5mg,

链霉素5 mg, pH7.2 o

（三）注射步骤 将注射微管和持卵微

管分别固定在显微操作器的两侧，在解剖镜下

将两支微管调整到一直线上。然后使微管首先

接触到卵穴中石蜡油的顶部，再使微管的尖部

慢慢地进人石蜡油下的注射液中。利用持卵微

管的负压将卵牢牢地吸住。注射微管的前端吸

人注射液，然后慢慢推进，使微管尖穿过透明带

和卵黄膜，进人胚泡腔，再将 1,400犷(1声＝

10-91z1) TCM-199溶液注人腔内（图1)0
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（一）微管和卵穴的制备 在哺乳动物

卵显微注射中，注射和固定卵所用的微管是采

用拉针器拉制的，即将外径约为1 mm的玻璃毛

细管拉成孔径大约1-2,u，外径为2-3g。固

定卵用的持卵微管则在微灯上用手工拉制，孔

径大约为 15tz，外径约为 70,ua

卵穴是显微注射时放卵用的，采用 1.5mm

厚的凹孔玻璃片，孔内放一小滴注射液，注射液

上覆盖石蜡油。

（二）卵和注射液的制备 将黑色C57BL,

野灰色 C3H/Hemg品系雄鼠分别与昆白品系

雌鼠杂交。黑色、野灰色对于白色均为显性。在

母鼠接受交配后的第 3夭，用 2m1 TCM-199

溶液分别冲洗两侧子宫角采集胚泡W。把形态

正常的胚泡放在卵穴中央的注射液中，以进行

显微注射。

注射液：每100m1含有TCM-199 980mg,
丙酮酸钠 55m9,碳酸氢钠 100mg，乳酸钠

图 I 小鼠胚泡显微注射图示

1．注射管顶部和持卵管保持在一条直线上：2．持卵

管将卵吸牢： 3．注射管穿过透明带： 4．注射管穿
过卵黄膜进人旺泡腔内：5.注射后将注射管撤回。
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表 I 小限胚泡注射和不注射移植的结果

1)卵不经过任何处理。

（四）胚泡注射后的移植 为了观察注

射溶液对胚胎发育的影响，注射后，将形态正常

的胚泡移人假孕2天的昆白雌鼠子宫内〔1)。部

分雌鼠在妊娠的第17天剖检，其余待仔鼠出生

后检查。由于杂种胎儿眼睛均含有色素，因此

移植胚泡的发育可通过胎儿眼睛的色素来鉴

别。

2．小鼠胚抱显微注射后大 约有 15-20贻

胚泡发生破裂。受注射的卵和只刺穿而不注人

溶液的卵的成活率并无显著差异，这说明，主要

是刺穿而不是注入溶液影响了部分卵的正常发

育。未经任何处理的卵的成活率则较高。

3．在小鼠胚泡显微注射中，微管的制作是

关键。由于卵的透明带较厚，而且卵黄膜有较

大的弹性，因此注射微管的顶部一定要短硬而

锐利，否则刺穿卵黄膜是困难的，而且很容易造

成胚泡破裂。持卵微管顶端要比小鼠卵直径稍

小一点，孔径不可太小，否则就不能将卵吸牢。

如果管顶端不光滑或吸人过份时，卵就容易被

损坏。其次是，当微管尖刺人胚泡腔或由腔内

撤回时也是显微注射成败的重要环节。 因此，

须缓缓地刺人和撤回，否则很容易引起胚泡的

破裂。

结 果 与 讨 论

1．注射了110个杂种胚泡，每个胚泡大约

注射 1,400尸 TCM-199溶液，移人23只昆白

品系雌鼠子宫内。有 13只受体妊娠，其中7只

解剖后得到14只活胎儿，6只产出幼鼠30只，

均为发育正常的有色杂种。胚胎成活率为

40.0多（表1）。
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实 验 组 合
移植
旦p数
（个）

受体数

（只）

妊 娠
受体数
（只）

发 育
胚胎数
（只）

胚 胎
成活率
（％）

对照组’）

注射 1,400N3
TCM-199液

只刺穿不注液

91

110

9斗

15

23

19

11

13

14

54

斗4

41

59.3

40.0

43.6
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