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细胞注射玻璃微针拉针器的研制

刘天军 ,章维一 ,侯丽雅
(南京理工大学 机械工程学院 ,江苏 南京 210094)

摘要 :为了解决拉针器国产化的问题 ,设计出温度、拉力、拉伸速度等参数可变的试验机。以国产玻璃毛细管为拉制原材

料 ,进行了基于方差分析基础上的 4组加热温度、拉力、拉伸速度的不同配置的系列实验 ,分析了在毛细玻璃管拉伸预拉

力在 1 280～1 310 g强度允许范围内变化及加热温度对针的长度影响 ,在试验机上进行了用于微流量分析的圆形玻璃

微管道拉制试验 ,研究了拉伸行程及加热温度对微管道内径的影响 ,实现了仪器的性能多样化。最后提出了拉针器商品

化的设计方案。
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Development of cell injection pipette puller

L IU Tian2J un , ZHAN G Wei2Yi , HOU Li2Ya

( School of Mechanical Engineering , Nanjing University of Science and Technology , Nanjing 210094 , China)

Abstract : In order to be able to produce cell injection pipette pullers in China , tests were run on test ma2
chines using Chinese2made material at different heating temperatures , pulling forces and pulling velocities

based on variance analysis to study the variation of glass capillary pre2pull force within the permissible

st rength limits of 1 280 g～1 310 g , and the effect of heating temperature on length of pipette. Round

pipettes to be used for micro2flow analysis were trial produced on test machines to study the effect of pull

st roke and heating temperature on the inner diameter of pipette and diversify the performance of inst ru2
ments. A design scheme is proposed for commercialization of pipette pullers.

Key words : microinjection ; micropipette puller ; glass micropipette ; microchannel

1　引　言

　　近年来 ,随着生物工程技术的发展 ,细胞操作

及微量液体检测的应用越来越广泛。细胞操作主

要包括细胞核移植、细胞内药物注射、细胞核内

DNA注射、胚胎注射及细胞单个分离。主要操作

工具是玻璃微针 ,对普通细胞注射要求针尖内孔

直径在 0. 5～4μm ,细胞质内单精子注射中针尖

内孔直径在 4～5μm , 精原干细胞移植研究中卵

细胞注射时针尖内孔直径在 40μm ,细胞核移植

及细胞单个分离要求将玻璃微针针尖磨制或锻烧

成指定的形状用于吸持或勾取细胞[1 ]。微量检
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测要求的微管道内径在 50μm以下 ,而且两端应

能有宏观尺度上的连接并有足够的强度。由于微

操作的成功率仅在 10 %左右 ,玻璃微针只能一次

性使用 ,因此我国每年消耗的玻璃微针数量巨大。

　　玻璃微针的生产在微操作附属设备上进行。

目前我国的微操作设备全部依赖进口 ,外商一般

以微注射器与微拉针器、磨针器、锻针器等附属设

备进行捆绑式销售。世界上较著名的制造商有美

国的 Sutter公司和日本的 Nikon公司。微拉针器

的售价约在 3 000 美元左右 ,配售专用拉针所需

的毛细玻璃管单只售价近 1元人民币。由于所售

微拉针器在拉制微针时是根据该配售毛细玻璃管

材料及规格制定的 ,拉伸工艺参数制作成数个模

式固化到机器的控制芯片中。当我国用户试图利

用该拉针器以国产毛细玻璃管为原材料拉制微针

时基本上达不到微注射的基本要求 ,只能购买进

口毛细玻璃管 ,所耗费用极高 ,因此微拉针器的国

产化是一个非常紧迫性的课题[2 ]。

在微量化学分析仪器、微流量传感器和微供

给等系统中 ,由于分析液体的微量 ,要求承载液体

管道内径在 10～50μm之间 ,这在金属材料上用

去除金属的方法是无法得到的。目前 50μm 以

内的微管道几乎全部是在硅上光刻而成[3 ] ,硅微

加工技术制作的微管道一般呈矩形 ,流动阻力比

圆截面微管尺寸大 ,从性能、成本和产量上都不可

能得到广泛应用。

内径在 100μm的圆截面玻璃微管道具有流

动阻力小及管壁光滑的优点 ,目前还未发现国内

外成功制造出内径在 60μm 以下的圆截面玻璃

微管道 ,主要技术障碍是如何在得到微小内径和

较好强度的同时保证微管道与外部连接方便可

靠。

2　微玻璃针拉制参数化试验

　　由玻璃成型理论可知 ,玻璃液的粘度值决定

了玻璃成型的温度范围 ,固化速度值决定了玻璃

成型中各个操作工序的延续时间 ,拉制工艺的控

制失调 ,将导致针管弯曲 ,在针管处出现气线、条

纹、结石、析晶等现象[4 ]。拉制的加热温度、加热

时间、拉伸速度、加热和拉伸之间的顺序和时间间

隔都是关键的工艺参数。设计了可改变各项参数

的微针拉制试验机 ,目的是通过试验总结出各项

拉制工艺参数并优化出模式 ,同时在设计时使其

具备微管道的拉制功能 ,具体拉制原理见图 1。

图 1　微针拉制试验机工作原理图

Fig. 1　Working principle of the micropipetee pulling ex2
perimental apparatus

2 . 1　微针的拉制过程

图 2表示细胞注射用的微针形状 ,针尖部分

的内径 d 应小于 1μm ,在长 10～20 mm的斜度

范围内把内径为 mm级的管拉制到μm级。实验

证明采用等速拉伸不能满足要求 ,玻璃加热的溶

化时间也不能精确控制 ,这意味着通过检测玻璃

管熔化温度控制拉伸的开始时间 ,通过电机及螺

旋传动使卡头下移拉制微针的工艺方案不可行。

实验表明 ,只有拉伸速度逐渐加快才能拉制出如

此细的针头。由于拉制时间仅 1 s左右 ,靠机械

调速方式达不到如此快的反应速度。电磁螺线管

卡头变速拉伸和重物拉伸符合变速拉伸要求。卡

头变速拉伸可通过调节卡头线圈电流的变化调节

拉伸速度及拉力 ,但在制造之前必须了解速度及

拉力的大小及变化规律 ;而重物拉伸的速度变化

惟一且可知 ,拉伸力可以通过增减砝码来调节以

适应不同规格的玻璃管 ,结构简单成本低且工艺

稳定。在以重物砝码拉制微玻璃针的大量试验基

础上 ,总结出拉制微针的工艺参数 ,为商品化拉针

器的制造提供技术基础。

(1)确定拉制材料。用于拉制微针的毛细管

要求有较好的强度及拉细到μm级尺寸后有足够

的韧性 ,国内目前并无专用作拉制微针的毛细玻

璃管。经试验选择国内作电极用的规格为外径

1. 6 mm、内径 1. 0 mm的中空毛细玻璃管。

(2)规范加热器件。首先规范加热电阻丝的
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规格 ,加热线圈要求直径小且加热效率高。经初

步实验选用直径为 1. 2 mm的镍铬电阻丝 ,经测

量长度为 40 mm ,电阻为 5Ω ,绕成图 3所示标准

形状 ,在 8 V左右的电压下加热 20 s可使毛细玻

璃管向熔融态变化 , s取 1 mm , D取 4 mm。

图 2　微针示意图

Fig. 2　Micropipette sketch map

图 3　加热丝示意图

Fig. 3　Heating filament sketch map

(3)试验过程。未加热前在活动卡头上加砝

码 ,在拉制过程中 ,砝码重量和拉伸速度变化梯度

成正比 ,但又不能在未加热时产生静拉断现象。

经试验砝码重量大约在 1 300 g左右较合适 ,经试

验得知当调压电压超过 10 V时 ,加热温度过高致

使微玻璃针针尖部分的柔韧性降低 ,在进行细胞

注射时针尖部分极易断裂 ,因此调压器电压调至

10 V 以下。由于毛细管处于砝码重量的预拉力

作用 ,一旦加热到熔融状态便自动开始拉伸 ,毛细

管逐渐变细 ,内部抗拉应力逐渐减小 ,砝码拉力是

不变的 ,这样拉伸速度会愈来愈快 ,最后拉断。拉

伸加速度及速度方程为 :

( G + m / 2) g - σs2 = ( G + m g/ 2) a/ g

v = at2 = [ ( G + m/ 2) - σs2 ] gt2/ ( G + m/ 2) ,

(1)

　　 G —砝码质量 (kg)

m —毛细玻璃管质量 (kg)

σ—熔融过程中毛细玻璃管内部抗拉应力

(MPa)

s —逐渐变细的毛细玻璃管截面积 (mm2)

t —拉伸时间 (s)

v —拉伸速度 (s/ m)

在 (1)式中 ,毛细玻璃管质量 m 远小于砝码

质量 G , 在拉伸阶段毛细玻璃管内部抗拉应力σ

很小 ,逐渐变细的毛细玻璃管截面积 s也极小 ,故

式 (1)为 : v = gt2/ 2 , 拉伸速度近似于自由落体

运动规律。记录开始加热到拉断所需时间 ,以该

时间调定时间继电器 ,后面的实验中加热丝的通

断由时间继电器控制 ,保证加热丝在玻璃毛细管

被拉断的瞬间及时地切断。

2 . 2　拉制力对微针几何形状的影响

在高倍显微镜下观察到当毛细管在中间被拉

断制成微针后 ,针尖尖端外径大约 0. 5μm以下 ,

一般处于不通状态 ,可用微磨针器将针尖磨成内

径μm级尺寸以便用于细胞微量注射。拉制微针

主要是控制针的斜度部分长度 L ,因为 L 的大小

影响微针注射时由于针尖的微尺度产生的毛细阻

力及沿程损失。改变砝码质量和调压电压取得

16组斜度部分长度数值 ,采用二元方差分析方法

来分析影响的显著性。取砝码质量为因子 A、调

压电压为因子 B , A 及B都有 4种水平 ,互相组合

得到的实验数据见表 1 ,二元方差分析结果见表

2。
表 1　实验数据 L ( mm)

Tab. 1 Experimental data L (mm)

　　因子 B (v)

因子 A (g) 　　
6 7 8 9

1 280 10. 8 11. 5 11. 8 12. 7

1 290 10. 5 10. 7 12. 2 12. 6

1 300 10. 9 11. 2 12. 3 12. 9

1 310 10. 4 10. 9 11. 6 12. 2

表 2　二元方差分析

Tab. 2　Dualistric variance analysis

来源 离差平方和 自由度 均方离差 F分布

因子 A 1. 895 3 0. 631 6. 063

因子 B 9. 264 3 3. 088 29. 61

误差 0. 942 9 0. 104

总和 11. 40 15

　　从表 1中分析砝码质量增加 ,拉伸速度虽仍
近似于自由落体运动 ,但仍然略有增加 ,反映到微
针上其斜度长度 L 随后减少。加热电压增加 ,玻
璃毛细管熔融加快 ,斜度长度 L 增加。
给定置信概率为 99 % ,α = 1 % ,由于因子 A

及 B都有 4种水平 ,即 : r = s = 4 , Fα[ r - 1 , ( r -

1) ( s - 1) ] = Fα[ s - 1 , ( r - 1) ( s - 1) ] = F0. 01 (3 ,
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9) = 8. 02 , FA = 6. 063 < 8. 02接受假设检验 , FB

= 29161 > 8. 02拒绝假设检验 ,故从实验数据分析
得出结论 , 砝码质量对针斜度部分长度 L 影响不
显著 ,调压电压对斜度部分长度 L 影响是显著的。
2 . 3　实验小结
上述实验及分析表明对于前指定规格的玻璃
毛细管 ,优化可以拉制出适合于细胞注射的玻璃
微针各拉制参数。参数为 :砝码质量 G = 1 300

g ,加热电压 V = 8 V。

图 4　多参数拉针试验机

Fig. 4　Micropipetee pulling experimental apparatus

图 5　CCD下玻璃微针

Fig. 5　Micropipetee image with CCD

　　优化参数的目的是保证拉制微针质量 ,同时

也为将来的芯片模式拉针器提供标准参数。图 4

为研制的多参数拉针试验机照片 ,图 5 是在高倍

显微镜下 CCD摄制的拉制的微针尖部图像。

3　微管道的拉制

　　微管道的尺寸要求在长度方向上直径相等 ,

因此只有采用等速拉伸才能获得。活动卡头由电

机通过螺旋机构驱动拉伸 ,卡头的行程即为微管

道的拉伸长度 ,该长度可由行程开关在有精确刻

度的标尺上调节。调速器可以调节卡头拉伸速

度 ,两个时间继电器用来控制加热的时间以及加

热起始与拉伸起始之间的时间间隔。经初步实

验 ,拉伸速度和调压电压对微管的内径影响不明

显 ,而拉伸长度对行程的影响很大 ,表 3为在调压

电压为 8 V ,拉伸速度为 3 mm/ s的条件下不同的

拉伸长度得到的微管内径。该微管内径用基于

CCD拼接技术的高精度直径测量方法测量[5 ] ,图 6

为高倍显微镜下 CCD摄制的拉制的微管道图像。

图 6　CCD下玻璃微管道

Fig. 6　Microchannel image with CCD

表 3　微管道实验数据

Tab. 3　Microchannel experimental data

拉伸长度

(mm)
30 31 33 34 35 36 37 39

微管内径

(μm)
69 63 55 48 43 37 30 折断

图 7　微管内径与拉伸长度关系

Fig. 7 　Relationship between the microchannel internal

diameter and pull length
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4　商品化拉针器设计方案

　　优化出参数后 ,固定大部分工艺参数 ,使控制

系统的控制精度更加精确。商品化拉针器要求体

积小、成本低 ,保证拉制质量的稳定及操作的简单

化 ,图 8 为商品化拉针器设计方案。采用单片机

控制电磁螺线管卡头完成拉制过程 ,摒弃了传统

的电器元件及机械拉伸式设计方法。

图 8　商品化拉针器工作原理

Fig. 8　Working principle of the micropipetee puller

　　在单片机芯片中固化拉制微针及微管道的不

同模式 ,通过编程控制加热和拉伸之间的时间间

隔及顺序。在拉制微针时 ,启动微针拉制模式 1 ,

单片机通过控制电路中电流的变化规律控制电磁

螺线管卡头的拉力及拉伸速度的变化 ,使拉力控

制在 1 300 g ,卡头模拟式 (1)所示为加速运动规

律。在拉制微管道时 ,启动拉制模式 2 ,单片机通

过控制电路中电流的变化规律控制电磁卡头等速

运动 ;通过行程模式2控制拉伸速度大小及拉制

时间来控制行程 ,从而进一步控制微管道内径。

由于卡头在水平轨道上运动 ,操作空间大 ,放

置毛细管和取针方便 ,使用性能稳定 ,具有拉制微

针及微管道双重功能。

5　结　论

　　(1)在微针及微管道拉制过程中 ,虽然拉制工

艺参数较多 ,但由于实验设计时参数可调 ,通过多

次实验可以总结出各参数对拉伸的影响 ,优化出

较合理的拉伸工艺和拉伸参数 ,从而为以国产玻

璃毛细管为拉制材料的拉针器的国产化提供了技

术准备 ,使商品化拉针器具有轻便、操作容易、工

作性能稳定、美观、造价低廉的优点。

(2)下一步考虑在微管的拉制过程中设计光

学检测系统来实时检测拉伸过程中管道的内径 ,

把反馈的值与预定内径尺寸相比较来控制拉伸系

统 ,实现拉制尺寸的闭环控制[6 - 8 ]。

(3)目前国内对于流体在μm级的微小逐渐

收缩的管道中的流动特性的研究还没有开展 ,这

方面的研究对于细胞微注射及微系统领域中微喷

嘴等微小器件的研制和开发尤为关键。利用上述

实验方法可以拉制出不同长度和斜度的微针 ,为

进行微米级的微小逐渐收缩的管道中的流动特性

研究提供了研究器件。
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