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Аннотация. В настоящее время в научном сообществе активно исследуются и внедряются в практику 
методы лечения широко распространенных патологий органа зрения, поражающих сетчатку глаза. 
Как в клинических условиях, так и при исследованиях новых методов лечения дегенеративных  
и других заболеваний сетчатки для доставки терапевтических веществ все чаще используют инъекции 
в стекловидное тело глаза (интравитреальные инъекции, ИВИ). И хотя к настоящему времени данная 
процедура применительно к человеку уже достаточно хорошо изучена и отработана, существует 
необходимость делать такие инъекции модельным животным, в частности мышам, чей глаз по многим 
параметрам существенно отличается от человеческого. В настоящей работе описан пройденный нами 
путь усовершенствования техники ИВИ мышам, в ходе которого влияние разных условий проведения 
инъекции на функциональное состояние сетчатки оценивали методом прижизненной электроретинографии. 
В качестве итога нашей работы предложен эффективный и безопасный протокол ИВИ для введения 
различных веществ в глаз мыши, который позволит оценивать возможные, в том числе неблагоприятные 
эффекты самого вводимого вещества, а не последствия процедуры инъекции.

Ключевые слова: интравитеральная инъекция, сетчатка, модельные животные, электроретинография, 
глаз, стекловидное тело
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Abstract. At the present time vision pathologies affecting the retina are widespread. This prompts  
the scientific community to conduct research focusing on the methods of treating retinal conditions and 
their practical application. Injections of therapeutic agents into the vitreous body (intravitreal injections) 
are being increasingly used both in clinical settings and in research to develop new approaches in treating 
degenerative and other retinal diseases. The technique of human intravitreal injections is well-developed 
and sufficiently studied. However, there is also a need to apply intravitreal technique in model animals,  
in particular, in mice, whose eye is very much different from that of a human. The paper describes the steps 
we took to improve the technique of intravitreal injections in mice. We assessed the effect of different 
approaches to intravitreal injection on the retinal function by in vivo electroretinography. As a result, we 
propose an efficient and safe protocol for the intravitreal administration of various agents into the murine 
eye. The improved protocol allows to assess the possible adverse effects of the agent itself, rather than induced 
by injection. 
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Введение

Внутриглазные инъекции  
и область их применения

Орган зрения позвоночных животных — глаз — 
состоит из глазного яблока и глазного нерва. 
Снаружи глаз покрыт фиброзной оболочкой;  
в передней части это прозрачная роговица,  
а в задней части — непрозрачная склера. С зад-
ней стороны изнутри глаз выстилает сетчатка, 
состоящая из нейронов, участвующих в вос-
приятии светового стимула (рис. 1A). На сет-
чатку попадает свет, прошедший через зрачок 
и сфокусированный хрусталиком. Пространство 
за хрусталиком называется стекловидным телом 
и представляет собой матрикс, преимуществен-

но состоящий из гликозаминогликанов (Rodieck 
1998).

И в клинической практике, и в научных ис-
следованиях есть потребность в доставке ле-
карственных средств внутрь глаза, в том числе 
в сетчатку. В таких случаях местный способ 
нанесения веществ (глазные капли) малоэффек-
тивен (Kim, Woo 2021). Поэтому прибегают  
к инъекциям, когда вещество с помощью иглы 
напрямую вводится внутрь глаза. В настоящее 
время с помощью инъекций доставляют широ-
кий спектр веществ. Например, для терапии 
интраокулярной неоваскуляризации применя-
ют ингибиторы фактора роста сосудистого 
эндотелия (Kim, Woo 2021; Korotkikh et al. 2019). 
В генной терапии дегенерации сетчатки и оп-
тогенетических исследованиях различные типы 
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инъекций используют для доставки внутрь 
глаза векторов — вирусов или синтетических 
наночастиц (Gorantla et al. 2020; Planul, Dalkara 
2017; Rotov et al. 2021).

Мыши как модельный организм  
в исследованиях сетчатки

Существует множество модельных организ-
мов для исследований патологий сетчатки.  

Несомненно, наиболее близкой по строению  
к человеческой является сетчатка других при-
матов, прежде всего благодаря наличию у них 
центральной ямки. Однако эти животные  
не оптимальны для проведения исследований 
ввиду этических и экономических аспектов их 
содержания и сложностей в генетическом ма-
нипулировании для создания новых моделей. 

Рис. 1. Схема строения глаза человека и мыши (A) и поперечный срез глазного бокала мыши (B).  
ПЭ — пигментный эпителий (адаптировано из Veleri et al. 2015)

Fig. 1. Schematic view of human and mouse eye (A) and cross-section of the mouse eyecup (B).  
RPE—retinal pigment epithelium (аdapted from Veleri et al. 2015)
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Поэтому в большинстве случаев используют 
другие модельные организмы: например, для 
изучения генетических основ формирования 
глаза используют дрозофилу, а эмбрионального 
развития сетчатки — рыб (данио) (Veleri et al. 
2015).

Наиболее часто модельными объектами для 
изучения дегенеративных заболеваний сетчат-
ки служат грызуны — крысы, а еще чаще мыши. 
Несмотря на то, что глаз мыши имеет анатоми-
ческие отличия от человеческого — более круп-
ный хрусталик относительно глазного яблока  
и отсутствие центральной ямки в сетчатке 
(рис. 1A), основной план строения глаза и сет-
чатки един для большинства позвоночных (Veleri 
et al. 2015). Возбудимые клетки сетчатки всегда 
образуют упорядоченные слои и включают 
фоторецепторные, горизонтальные, биполярные, 
амакриновые и ганглиозные клетки (рис. 1B). 
Глиальные мюллеровские клетки пронизывают 
сетчатку и образуют пограничные мембраны, 
отделяющие сетчатку от пигментного эпителия 
и стекловидного тела соответственно. Важно, 
что в сетчатке мышей, как и у человека, преоб-
ладают фоторецепторы ночного зрения (палоч-
ки), а число дневных фоторецепторов (колбочек) 
сравнительно мало.

Преимущества мышей как модельных орга-
низмов включают простоту их содержания  
в лабораторных условиях, быстрое размножение 
и хорошо отработанные методы манипуляции 
геномом для создания моделей патологий сет-
чатки (Baygildin et al. 2021). Различные линии 
мышей с наследственной дегенерацией сетчат-
ки на поздних стадиях патологии имеют сходную 
клиническую картину — полную потерю зрения 
в результате гибели фоторецепторов. Они раз-
личаются мутациями, вызывающими патологию, 
механизмами и скоростью гибели фоторецеп-
торов и соотносятся с 40% известных заболева-
ний сетчатки у человека (Collin et al. 2020).

Пути доставки веществ внутрь глаза
Интравитреальная инъекция (ИВИ) — наи-

более простой способ доставки веществ к сет-
чатке. Она проводится в стекловидное тело, 
после чего вещество должно пройти через 
внутриглазные барьеры, поэтому данная про-
цедура чаще используется для воздействия  
на клетки внутренних слоев сетчатки (гангли-
озные, амакриновые и биполярные). При пра-
вильном проведении ИВИ воздействие проис-
ходит на большую часть площади сетчатки,  
а риск возникновения различных осложнений 
минимален, хотя и требует введения вещества 

в большей концентрации, чем методы, о которых 
будет сказано ниже (Ioshin 2017).

Помимо ИВИ, для доставки веществ в сет-
чатку на практике также применяются и счита-
ются достаточно эффективными субретиналь-
ные (СРИ) и супрахориоидальные (СХИ) 
инъекции. При СРИ иглу проводят сквозь сет-
чатку, в область между фоторецепторами  
и пигментным эпителием. При таком пути вве-
дения материал быстрее поступает к сетчатке, 
и кроме того, можно использовать меньшие 
концентрации веществ, а значит снизить по-
тенциальную токсичность. СРИ больше под-
ходят для целевой доставки к фоторецепторам 
или горизонтальным клеткам, но число под-
вергшихся воздействию клеток будет ограни-
чено небольшой областью вокруг точки введе-
ния. Также этот метод может быть опасен для 
сетчатки, так как ее легко повредить иглой или 
вызвать отслоение.

СХИ проводят в область сосудистой обо-
лочки глаза, лежащей за пигментным эпители-
ем, и в результате доставляемое вещество может 
попадать непосредственно в кровоток. Таким 
образом, оно разносится по всей площади сет-
чатки, избегая многих тканевых барьеров глаза, 
что повышает эффективность вводимого веще-
ства. СХИ считаются более безопасными, чем 
СРИ; тем не менее существует риск отслойки 
сосудистой оболочки и кровоизлияния. Поэто-
му процедура введения, сложная сама по себе 
из-за пути введения через жесткую склеру, тре-
бует дополнительных предосторожностей — под-
бора подходящей длины иглы и прикладывае-
мого давления при введении (Kim, Woo 2021).

Поскольку глаз мыши имеет небольшой раз-
мер при сравнительно крупном хрусталике, 
тонкие манипуляции, необходимые для про-
ведения СРИ и СХИ, становятся еще более за-
труднительны. Таким образом, при работе  
с мышами в ряде случаев наиболее удобным 
становится метод с введением вещества в сте-
кловидное тело. В случае человека эта методи-
ка также предпочтительна ввиду наименьшей 
инвазивности, поэтому отработка оптимально-
го протокола проведения ИВИ модельным 
животным является актуальной задачей.

Прижизненная электроретинография  
как метод оценки состояния сетчатки
Часто после инъекции бывает необходимо 

оценивать состояние сетчатки, поскольку сама 
инъекция или доставляемый агент могут ока-
зывать на ткани глаза неблагоприятное влияние. 
Для этих целей ценным способом оценки со-
стояния сетчатки является прижизненная элек-
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троретинография. Данный метод основан  
на изменении мембранного потенциала клеток 
сетчатки во время генерации ответа на свет.  
В результате изменяется потенциал на рогови-
це глаза, который можно зарегистрировать  
с помощью накладываемых электродов.

Электроретинограмма (ЭРГ) отражает элек-
трическую активность сетчатки, возникающую 
в ответ на световую стимуляцию. Форма и ам-
плитуда компонент ЭРГ определяется вкладом 
разных типов клеток сетчатки, что позволяет 
использовать ее для дифференциальной оценки 
состояния всей ткани в целом. В ЭРГ выделяют 
2 основных компоненты — а- и b-волны (рис. 2А). 
А-волна отражает ответ фоторецепторов — па-
лочек и колбочек, а b-волна (обратной поляр-
ности) формируется преимущественно ответом 
ON-биполярных клеток (Perlman 2015). Также 
в ЭРГ выделяют медленные компоненты, воз-
никающие в результате активности мюллеров-
ских клеток и клеток пигментного эпителия. 
Ответы горизонтальных, амакриновых и ган-
глиозных клеток распространяются радиально 
в плоскости сетчатки (в отличие от фоторецеп-
торов и биполярных клеток) и вносят незначи-
тельный вклад в ЭРГ (Leinonen, Tanila 2018).

Преимуществом электроретинографии яв-
ляется неинвазивность и простота проведения. 
Можно многократно прижизненно регистри-
ровать ЭРГ у одного испытуемого животного, 
наблюдая эффект какого-либо воздействия  
в динамике сколь угодно долгое время (Tao et 
al. 2020).

В рамках данной работы мы апробировали 
различные протоколы проведения ИВИ лабо-
раторным мышам с последующей оценкой со-
стояния сетчатки путем регистрации ЭРГ.  
В качестве итога приведен оптимальный, на наш 
взгляд, протокол проведения таких инъекций, 
оказавший наименьшее влияние на функцио-
нальное состояние сетчатки. Такой протокол 
будет полезен для проведения исследований  
и доклинических испытаний препаратов, вво-
димых интравитреально.

Материалы и методы

Интравитреальные инъекции (ИВИ)
Для проведения ИВИ мышей наркотизируют 

путем внутримышечного введения тилетами-
на + золазепама («Золетил», 26,7 мг/кг веса 
животного) и ксилазина («Ксила», расчет 6,7 мг/кг), 
разведенных в физиологическом растворе для 
инъекций. Голову мыши фиксируют в держате-
ле, позволяющем удерживать животное  

в положении на боку для проведения инъекций 
в правый или левый глаз. Держатель был скон-
струирован в ИЭФБ РАН и аналогичен коммер-
ческой модели SG-4N (Narishige). Для подавле-
ния мигательного рефлекса на глаз наносят 
местный анестетик — оксибупрокаин («Ино-
каин» 0,4% раствор, «Сентисс Рус»). Для визу-
ализации движения иглы внутри глаза также 
наносят расширитель зрачка — тропикамид 
(«Мидримакс» 0,8% раствор, «Сентисс Рус»). 
Все манипуляции с зафиксированным животным 
проводят под бинокулярным микроскопом  
МС-2-ZOOM («Микромед»).

Инъекцию проводят в два этапа: (I) глаз про-
калывают одноразовой остроконечной иглой 
калибра 30G в области перехода между склерой 
и роговицей; (II) в место прокола вводят ультра-
тонкую тупоконечную иглу (калибр 33G), при-
соединенную к гамильтоновскому шприцу 
(10 мкл), и раствор вводят в стекловидное тело 
(Kay et al. 2013). Конечный объем инъекции — 
1,5–2 мкл. Отдельные этапы подготовки мате-
риалов и процедуры, отличавшиеся между про-
токолами, отработанными нами в рамках данной 
работы, описаны в последующих разделах.

Электроретинография
Для оценки функционального состояния 

сетчатки регистрацию ЭРГ проводили до инъ-
екции, и далее спустя 1, 3, 7 и 14 дней после ее 
проведения. Эксперименты проводили на мышах 
дикого типа (линия C57Bl, питомник «Рапполо-
во», Ленинградская область). Перед регистра-
цией ЭРГ мыши проходили темновую адаптацию 
в течение ночи. Эксперименты проводили  
в темной комнате, все манипуляции с животными 
выполняли при свете тусклого красного фонаря.

Процедуру регистрации ЭРГ проводили, как 
было описано ранее (Goriachenkov et al. 2021). 
На время регистрации ЭРГ мышей подвергали 
ингаляционному наркозу газовой смесью 2,5% 
изофлурана (Laboratorios Karizoo) и кислорода, 
на поверхность глаза наносили местный ане-
стетик и расширитель зрачка. Ответ на световые 
стимулы регистрировали с помощью волосковых 
электродов с серебряным напылением с рого-
вицы обоих глаз. Фиксацию электродов  
на глазах и их электрический контакт обеспе-
чивали при помощи токопроводящего глазного 
геля «Видисик» (карбомер 0,2%, Bausch & Lomb)  
и наложения линз: прозрачной на стимулируе-
мый светом глаз и черной на второй.

Протокол световой стимуляции включал  
в себя серию коротких (10–50 мс) вспышек зе-
леного света (λmax = 525 нм) возрастающей ин-
тенсивности (от 5,8 × 10–5 до 31,6 кд × с/м2).  
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Рис. 2. Изменения в ЭРГ у мышей в разные временные точки после ИВИ ФСБ по первому протоколу. 
Приведены ответы и амплитуды для вспышки интенсивностью 0,62 кд × с/м2. (A) пример ответов, 

записанных до и после инъекции; (B) изменения в амплитуде а-волны ЭРГ; (С) пример зависимостей 
«ответ — интенсивность» для а-волны; (D) изменения относительной амплитуды а-волны 

(нормированной на максимальную), характеризующие сдвиг в чувствительности глаза

Fig. 2. Changes in ERGs recorded from murine eyes at different time points before and after intravitreal 
injection of PBS according to the first protocol. Given responses and amplitudes correspond to flashes  

with intensity 0.62 cd×s/m2. (A) an example of responses recorded before and after injection; (B) changes  
in the amplitude of the ERG a-wave; (C) an example of a-wave response-intensity curves; (D) changes  

in the normalised amplitude of the a-wave indicating a shift in the eye sensitivity
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Ответы на вспышки регистрировали с помощью 
усилителя Model 3000 (A-M Systems), плат  
и программ LabView (National Instruments)  
с аналоговой низкочастотной фильтрацией 3 кГц 
и частотой дискретизации 1 мс/точку. Анализ 
ЭРГ включал в себя оценку амплитуды a-волны 
(отсчитывали от нулевой линии) и b-волны (от-
считывали от пика а-волны, рис. 2А), а также 
построение зависимостей «ответ — интенсив-
ность» для оценки возможного сдвига чувстви-
тельности глаза к свету.

Первый вариант процедуры ИВИ
Первый из отработанных нами протоколов 

ИВИ предполагал введение 0,1 М фосфатно-со-
левого буфера (ФСБ), который был приготовлен 
из коммерческих реактивов (NaCl, KCl, Na2HPO4, 
KH2PO4, Sigma-Aldrich) и проавтоклавирован. 
Имеются данные, что ФСБ не обладает токси-
ческим действием на сетчатку (в отличие от 
физиологического раствора для инъекций) 
(Hombrebueno et al. 2014). Между процедурами 
по проведению инъекций ультратонкие иглы 
гамильтоновского шприца постоянно хранили 
в 70% этаноле, также иглы промывали последо-
вательно этанолом и дистиллированной водой 
после каждой инъекции. По завершении  
инъекции на место прокола наносили мазь  
с антибиотиком тетрациклином (1%, «Татхим-
фармпрепараты»), а также гель «Корнерегель» 
(декспантенол 5%, Bausch & Lomb) для профи-
лактики бактериальной инфекции и высыхания 
роговицы, соответственно. На время выхода  
из наркоза (1,5–3 часа) клетку с мышами разме-
щали на термоковрике при температуре 30–35° С. 

Регистрация ЭРГ на 1-й день после инъекции 
показала снижение амплитуд как а-, так и b-волны 
по сравнению с записями до инъекции. Также 
у ответов на вспышки высокой интенсивности 
наблюдали значительное увеличение амплиту-
ды глиальной компоненты, что может свиде-
тельствовать о развитии иммунного ответа  
в сетчатке. Спустя 1 и 2 недели форма ответов 
вернулась к норме, однако амплитуды  
а- и b-волны по-прежнему были сниженными, 
хотя у некоторых животных была тенденция  
к их увеличению (рис. 2A, B). Чувствительность 
глаза к световым стимулам снижалась после 
инъекций ФСБ, и у большинства животных про-
должала уменьшаться со временем (рис. 2С, D). 
Причиной этого, вероятно, является постепен-
но нарастающее помутнение хрусталика,  
которое мы наблюдали по ходу регистрации ЭРГ 
на разных сроках после инъекции.

Второй вариант процедуры ИВИ
Второй вариант протокола отличался  

от первого по ряду пунктов подготовки: для 
инъекций использовали коммерческий, стериль-
ный и апирогенный 0,1 М ФСБ («Биолот»); 
препараты для местной анестезии глаза и рас-
ширения зрачка были предварительно профиль-
трованы (фильтр Millex-GV, Millipore, диаметр 
пор 0,22 мкм); стерилизацию ультратонких игл 
для инъекций производили не этанолом, а путем 
кипячения перед каждой инъекцией в воде  
в течение 5–10 минут. Также после инъекции 
мышам вводили антиседативный препарат ати-
памезол («Антимедин», из расчета 1 мг/кг веса 
животного) для быстрого выхода из наркоза  
(до 10 минут). В результате к мыши быстрее 
возвращается мигательный рефлекс, благодаря 
которому место прокола скрывается в конъюн-
ктивальном мешке. Предположительно в этом 
случае риск развития инфекции ниже, чем при 
постоперационной обработке антибиотиком 
глаза мыши, медленно выходящей из наркоза 
(Campbell et al. 2012). Соответственно, на глаза 
мышам в рамках данного протокола антибиотик 
и глазной гель не наносили.

Анализ ЭРГ также выявил снижение ампли-
туды как а-волны, так и b-волны после инъекции 
по сравнению с записями, сделанными до нее, 
но менее выраженное, чем при первой версии 
протокола. Несмотря на то, что ко второй не-
деле у части животных сохранялась отрицатель-
ная динамика амплитуды а- и b-волн, патоло-
гического увеличения амплитуды глиальной 
компоненты не наблюдали ни у одного из них 
(рис. 3A, B). Следует также отметить, что чув-
ствительность глаза после инъекций ФСБ  
по новому протоколу со временем практически 
не изменялась, и не развивалось помутнения 
хрусталика (рис. 3С, D). Таким образом, наши 
результаты показывают, что процедура ИВИ  
по новому протоколу является менее инвазивной, 
чем проведенная по первому протоколу.

Сравнение ФСБ и раствора Рингера  
в качестве растворителя для ИВИ

Дополнительно мы провели инъекции  
по второму протоколу, но вместо ФСБ вводили 
раствор Рингера, оптимизированный для сетчат-
ки грызунов. Его состав (в мМ): 133,3 NaCl, 3,3 KCl, 
2,0 MgCl2, 1,0 CaCl2, 10,0 глюкоза, 0,01 EDTA, 12,0 
ХЕПЕС; pH 7,5 (Turunen, Koskelainen 2017).  
Перед ИВИ раствор профильтровали аналогично 
препаратам для местной анестезии и расширения 
зрачка (фильтр Millipore, 0,22 мкм). Результаты 
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Рис. 3. Изменения в прижизненной ЭРГ у мышей в разные временные точки после ИВИ ФСБ по второму 
протоколу. Приведены ответы и амплитуды для вспышки интенсивностью 0,62 кд × с/м2. (A) пример 

ответов, записанных до и после инъекции; (B) изменения в амплитуде а-волны ЭРГ; (С) пример 
зависимостей «ответ — интенсивность» для а-волны; (D) изменения относительной амплитуды а-волны 

(нормированной на максимальную), характеризующие сдвиг в чувствительности глаза

Fig. 3. Changes in ERGs recorded from murine eyes at different time points before and after intravitreal 
injection of PBS according to the second protocol. Given responses and amplitudes correspond to flashes  
with intensity 0.62 cd×s/m2. (A) an example of responses recorded before and after injection; (B) changes  

in the amplitude of the ERG a-wave; (C) an example of a-wave response-intensity curves; (D) changes  
in the normalised amplitude of the a-wave indicating a shift in the eye sensitivity
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принципиально не отличались от инъекций ФСБ: 
амплитуды основных волн ЭРГ ко второй  
неделе после инъекции снижались незначитель-
но, а патологической формы или снижения чув-

ствительности не наблюдали в течение всего 
периода наблюдения (рис. 4).

Таким образом, использование специализи-
рованного многокомпонентного раствора для 

Fig. 4. Changes in ERGs recorded from murine eyes at different time points before and after intravitreal 
injection of PBS according to the second protocol. Given responses and amplitudes correspond to flashes  
with intensity 0.62 cd×s/m2. (A) an example of responses recorded before and after injection; (B) changes  

in the amplitude of the ERG a-wave; (C) an example of a-wave response-intensity curves; (D) changes  
in the normalised amplitude of the a-wave indicating a shift in the eye sensitivity

Рис. 4. Изменения в прижизненной ЭРГ у мышей в разные временные точки после ИВИ раствора Рингера 
по второму протоколу. Приведены ответы и амплитуды для вспышки интенсивностью 0,62 кд × с/м2.  

(A) пример ответов, записанных до и после инъекции; (B) изменения в амплитуде а-волны ЭРГ;  
(С) пример зависимостей «ответ — интенсивность» для а-волны; (D) изменения относительной амплитуды 

а-волны (нормированной на максимальную), характеризующие сдвиг в чувствительности глаза
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работы с сетчаткой не улучшило состояние 
сетчатки после ИВИ по сравнению с ФСБ. Оба 
растворителя можно использовать равноправ-
но в зависимости от того, в каком вводимые 
вещества или векторы будут более стабильными.

Факторы, потенциально ухудшающие 
функцию сетчатки при ИВИ

Воспаление тканей глаза, вызванное 
проникновением микроорганизмов  

и чужеродных веществ
Долгосрочные изменения параметров ЭРГ 

могут быть связаны с соблюдением принципов 
асептики проведения ИВИ и чистотой (стериль-
ностью) вводимых при этом растворов. Микро-
организмы — бактерии и вирусы из окружающей 
среды, попадая во внутреннюю среду глаза  
с поверхности инъекционных игл, с поверхности 
глаза, обработанного нестерильными каплями 
для расширения зрачка и (или) для анестезии, 
через прокол в склере после процедуры инъек-
ции и в составе нестерильных вводимых рас-
творов, способны вызвать тяжелое инфекцион-
ное воспаление тканей глаза. Такие случаи 
известны, хотя и с частотой в доли процента, 
даже у человека в клинической практике, где 
асептике уделяется пристальное внимание (Kim 
2015; Wickremasinghet al. 2008). Такое осложне-
ние у пациентов приводило к стремительному 
развитию патологии тканей глаза, сопровожда-
ющейся резким снижением зрения уже через 
2–3 дня. Такая динамика коррелирует с тем, что 
мы наблюдали у некоторых испытуемых мышей 
в ранних экспериментах, когда принципам сте-
рильности и асептики еще не уделялось доста-
точного внимания. Введение дополнительных 
мер по контролю над стерильностью инстру-
ментов, вводимых растворов, наносимых на глаз 
перед инъекцией глазных капель, значительно 
улучшило ситуацию с сохранением функции 
сетчатки мышей после инъекций. 

Кроме того, по нашему мнению, нельзя ис-
ключать и потенциал неинфекционного вос-
паления. Одной из причин такого воспаления 
может стать введение в глаз растворителя, где 
микроорганизмы обезврежены, например, путем 
предварительного автоклавирования, но оста-
ются их фрагменты, которые могут служить 
эндотоксинами (Rietschel et al. 1994). Поэтому 
на позднем этапе отработки методики ИВИ мы 
стали использовать коммерческий стерильный  
фосфатно-солевой буфер, который, насколько 
нам известно, лишен таких эндотоксинов 
(Hombrebueno et al. 2014). Кроме того, мы пред-

полагаем, что при стерилизации этиловым 
спиртом на игле может оставаться некоторое 
его количество, и дальнейшее попадание его  
в полость глаза даже в малом объеме может 
наносить вред сетчатке. Исходя из этого, мы 
заменили стерилизацию иглы между инъекци-
ями разным животным этиловым спиртом  
на кипячение игл в воде в течение 5–10 минут. 

Довольно спорным пунктом является на-
несение препаратов антибиотиков на роговицу 
глаза мыши по завершении инъекции. В неко-
торых протоколах, специфичных для лабора-
торных грызунов, данная мера рекомендована, 
однако, согласно сведениям от специалистов  
из других научных групп, мазь антибиотика за-
печатывает область прокола и препятствует 
нормальному заживлению раны. При разработ-
ке оптимальной методики ИВИ мы отказались 
от нанесения антибактериальной мази и сдела-
ли ставку на быстрый (медикаментозный) вывод 
животных из наркоза и, как следствие, быстрое 
восстановление мигательного рефлекса и сма-
чивание поверхности глаза слезной жидкостью, 
которая, как мы предполагаем, является есте-
ственным антисептиком для склеры и роговицы. 

Изменение уровня внутриглазного давления
Как для пациентов в клинической практике, 

так и для глаза модельных животных показано, 
что ИВИ приводят к повышению внутриглаз-
ного давления (ВГД) (Bauer et al. 2021; Mears 
2018; Pierscionek et al. 2007). В то же время его 
изменение временно, и гомеостатический ме-
ханизм глаза быстро выравнивает его до ис-
ходного уровня (Bubnova, Kurguzova 2018). Такое 
повышение зависит от объема вводимого пре-
парата, и в некоторых случаях восстановление 
уровня ВГД до нормальных значений может 
занимать 40–60 минут (Seo, Choi 2015). Изме-
нения амплитуды компонент ЭРГ после ИВИ  
у мышей может быть связано с такими колеба-
ниями ВГД: если десятки минут ткани глаза,  
в том числе сетчатка, находились при повы-
шенном механическом давлении, это может 
плохо сказаться на состоянии клеток сетчатки 
за счет ишемического эффекта. Наиболее чув-
ствительны к ишемии и в первую очередь  
к недостатку кислорода биполярные клетки, 
которые определяют амплитуду b-волны (Abbas 
et al. 2022). В ходе разработки оптимальной 
техники ИВИ мышам мы учитывали данный 
фактор и варьировали объем введения от 1,5 до 
2 микролитров на глаз, но не проводили систе-
матического изучения, как влияет данный фак-
тор на конечный результат состояния глаза, 
оцениваемый по ЭРГ.
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Выводы

По итогам проведенной работы мы предла-
гаем следующий протокол для проведения ИВИ 
лабораторным мышам.

1) Непосредственно перед процедурой все 
инструменты (офтальмологические пин-
цеты, гамильтоновский шприц) стерили-
зуют ультрафиолетом в течение 15–30 ми-
нут. Доводят воду до кипения  
и помещают в нее ультратонкие иглы для 
инъекций. Устройство для фиксации 
головы мыши и поверхность предметно-
го столика бинокулярного микроскопа 
дезинфицируют 70% этанолом. Перед 
каждой новой инъекцией следует повто-
рять дезинфекцию фиксирующего устрой-
ства и предметного столика и выдержи-
вать инъекционную иглу в кипящей воде 
в течение минимум 5 минут.

2) Для проведения ИВИ рекомендуется 
спустить поршень гамильтоновского 
шприца либо с помощью автоматическо-
го инжектора, либо проводить процеду-
ру с ассистентом. Таким образом основ-
ной оператор сможет сосредоточиться  
на контроле положения иглы в глазу. 

3) В качестве растворителя для вводимого 
вещества следует использовать профиль-
трованный (через фильтр с порами 
0,22 мкм) или коммерческий стерильный 
растворитель (ФСБ или специализиро-
ванные растворы для работы с сетчаткой).

4) Перед ИВИ мышь наркотизируют вну-
тримышечным введением раствора сме-
си тилетамин + золазепам (26,7 мг/кг веса 
животного) и ксилазина (6,7  мг/кг)  
в физиологическом растворе для инъекций.

5) Голову мыши фиксируют в держателе под 
бинокулярным микроскопом так, чтобы 
глаз полностью находился в поле зрения 
оператора. На глаз наносят по 3–4 мкл 
местного анестетика (оксибупрокаин, 
0,4% раствор) и расширителя зрачка (тро-
пикамид, 0,8%). Процедуру ИВИ следует 
начинать после полного расширения 
зрачка, предварительно выведя глаз из 
орбиты с помощью офтальмологическо-
го пинцета.

6) Для проведения ИВИ глаз прокалывают 
одноразовой остроконечной иглой кали-
бра 30G в области лимба (светлое кольцо 
между склерой и роговицей). Затем  
в место прокола вводят ультратонкую 
тупоконечную иглу (калибр 33G), присо-
единенную к гамильтоновскому шприцу. 

Вводить иглу следует под углом около 45°  
к плоскости радужной оболочки и зрач-
ка, т. к. в противном случае есть риск 
повредить крупный хрусталик. Движение 
иглы внутри глаза отслеживают через 
расширенный зрачок.

7) Когда кончик ультратонкой иглы окажет-
ся примерно в центре глаза, гамильто-
новским шприцем в стекловидное тело 
вводят раствор. Конечный объем ИВИ 
не должен превышать 2 мкл во избежание 
резкого повышения ВГД. После окончания 
введения следует зафиксировать иглу 
внутри глаза еще на 30–60 секунд, т. к. 
быстрое извлечение может привести  
к вытеканию части введенного раствора 
через место прокола. В конце процедуры 
с помощью пинцета вернуть глаз в орби-
ту (до контакта с веками).

8) Ввести внутримышечно антиседативный 
препарат (атипамезола гидрохлорид,  
1 мг/кг веса животного). После заверше-
ния операции поместить мышь в чистую 
клетку, расположенную на термоковрике 
с температурой около 30–35 °С, до ее 
полного выхода из наркоза.
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