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Методика внутриклеточных микроинъекций (ВМ) – способ прямого 

введения клеточных органелл и растворов веществ в живые клетки [1]. В 

последнее время он широко применяется в биологии для генетической 

трансформации клеток [2], и в медицине при искусственном оплодотворении 

путем введения сперматозоида в цитоплазму яйцеклетки (ICSI) [3]. 

Традиционно метод ВМ используется для инъекций в клетки, извлеченные из 

биологических тканей - культивируемые на подложках, или удерживаемые 

специальными холдерами [4]. Особую значимость метод внутриклеточных 

микроинъекций, в силу своей избирательности, представляет для 

нейротрэкинга – визуализации путей, которые образуют в нервной системе 

проводящие отростки нервных клеток (методика помогает понять 

структурную и функциональную связность различных отделов нервной 

системы). Однако использование микроинъекций для введения маркера в 

отдельные нервные клетки в составе нервной ткани имеет ограниченное 

применение – маркер удается вводить лишь в те нейроны, которые не 

окружены многослойной окутывающей оболочкой из глиальных клеток [5]. 

Прокол последней с использованием традиционной техники осложнен тем, 

что повышение усилия, необходимого для прокола плотной глиальной 

оболочки, приводит к повышению вероятности поломки кончика 

стеклянного микрокапилляра, используемого для прокола клеток (диаметр 

кончика капилляра обычно составляет единицы микрон). Высокая 

эластичность нервной ткани приводит к ее значительной деформации до 

момента прокола, что создает дополнительную проблему, связанную с 

высоким риском сквозного прокола нервных клеток при достижении усилия 

достаточного для прокола окружающих оболочек.  



В настоящей работе описывается техника микроинъекций в аксоны 

нервных клеток, окруженные многослойной глиальной оболочкой. Для 

отработки методики использовался модельный объект – брюшная нервная 

цепь (БНЦ) речного рака, которая состоит из скоплений тел нервных клеток 

(ганглиев), соединенных коннективами (Рис.1). Последние состоят из 

проводящих отростков нервных клетк – аксонов, окруженных глиальными 

клетками. Вдоль каждой коннективы проходят две пары гигантских аксонов 

(средний диаметр 50 мкм), которые залегают на относительно небольшой 

глубине – порядка их диаметра, но окружены многослойной глиальной 

оболочкой [6, 7]. Брюшную нервную цепь речного рака располагали в кювете 

с физиологическим раствором ван Харревельда [8], и по краям препарата 

фиксировали прижимами к дну кюветы (Рис.1). 

 

Рис. 1. – Брюшная нервная цепь речного рака в экспериментальной кювете с 

прижимами препарата ко дну 

 

Рис. 2. – Общий вид экспериментальной установки 



За основу устройства для микроинъекций была взята конструкция 

Чемберса-Копака с ручной механической подачей микрокапилляра, 

используемая для микроинъекций изолированных клеток [9]. Китайскими 

авторами было показано снижение деформации ооцитов при их проколе с 

помощью микрокапилляра на который передавлись ультразвуковые 

колебания [10]. Поэтому конструкция Чемберса-Копака была совмещена с 

пьезоэлектрическим преобразователем стержневого типа, который имел 

канал для подачи давления от гидравлической системы и передавал 

микроколебания ультразвуковой частоты (25 кГц) на инъекционный 

капилляр (Рис.2). Капилляры изготавливались из борсиликатного стекла с 

помощью прибора для вытяжки микропипеток МЭ-3 (ИБП РАН, Пущино). 

Диаметр кончика составлял 5-10 микрон. В некоторых случаях кончик 

микрокапилляра скашивали путем заточки на алмазной шлифовальной 

пленке. Для снижения вероятности повреждения капилляра о дно ванночки 

он подавался не перпендикулярно плоскости препарата, а под углом 

примерно 45 градусов к его продольной оси. При проколе растяжение 

препарата в горизонтальной плоскости ограничивалось прижимами к дну 

ванночки, поэтому горизонтальная составляющая движения капилляра 

создавала благоприятные условия для достижения достаточного натяжения 

ткани для прокола глиальной оболочки. Кроме того, подача микрокапилляра 

под углом к плоскости препарата снижала риск сквозного прокола аксонов 

(Рис.3). Прокол аксонов осуществляли под микроскопом в проходящем свете 

при увеличении 100
х
, когда отчетливо видны границы гигантских аксонов. 

 



Рис. 3. – Схема подвода инъекционного капилляра к коннективе БНЦ  

(вид сбоку) 

 

Рис. 4. – Коннектива БНЦ после инъекции в медиальный гигантский аксон 

флуоресцентного маркера Qdot 655 (красный цвет). Синий цвет - ядра 

глиальных клеток, окрашенные Hoechst33342. Флуоресцентная микроскопия. 

Фото с дорсальной стороны препарата. 

Ультразвуковые микроколебания инъекционного капилляра облегчали 

прокол клеточных мембран, в частности, многослойных глиальных оболочек 

нервных клеток. Эти же колебания способствовали эффективному введению 

веществ без приложения дополнительного трудноконтролируемого давления 

к раствору внутри капилляра. Гидравлическая система, которая представляла 

собой шприц с пластиковой трубочкой, заполненные вазелиновым маслом, 

использовалась только для поддержания раствора внутри капилляра под 

минимальным положительным давлением с целью предотвращения 

засорения капилляра. На Рис. 4 представлен результат использования 

предложенной техники микроинъекций для визуализации морфологии 

аксонов при введении раствора флуоресцентного маркера Qdot 655 

(Invitrogen, США) в один из гигантских аксонов БНЦ. 

Предложенная техника микроинъекций индивидуальных клеток в 

составе тканей с использованием ультразвуковых колебаний капилляра 

может быть полезной не только в исследованиях на изолированных тканях, 

но и в экспериментах in vivo – там, где необходимо инъецировать 

подповерхностно расположенные клетки, окруженные плотными 



оболочками. Помимо визуализации клеточной морфологии предложенная 

техника может быть использована и для генетической трансформации клеток 

в составе тканей. 

Конкретные физические механизмы, облегчающие прокол и введение 

растворов веществ в рамках предложенной нами техники, могут иметь 

общую природу с нелинейными эффектами действия акустических волн на 

биоткани [11]. Более детальное изучение этих процессов возможно с 

помощью методов моделирования ультразвуковых устройств, например, 

таких как описаны в [12]. 
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