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Введение. Исследование морфофункционального развития нейронов в диссоциированной культуре клеток головного мозга с использованием со-
временных клеточных технологий является актуальной задачей экспериментальной неврологии, решение которой необходимо для успешного 
моделирования in vitro острых и хронических форм церебральной патологии.
Цель работы — морфофункциональное исследование in vitro динамики дифференцировки нейронов коры головного мозга крыс с использованием 
комплекса методов иммуноцитохимического, флюоресцентного и электрофизиологического анализа. 
Материалы и методы. Исследована степень дифференцировки культур на 3–4-е и 10–11-е сутки культивирования in vitro, определяемая по 
интенсивности экспрессии белка PSA-NCAM и уровню кальциевой перегрузки нейронов под влиянием глутамата, в сопоставлении с показате-
лями функциональной активности нейронной сети, культивированной на мультиэлектродной матрице, и их изменениями при  гиперстимуля-
ции глутаматных рецепторов.
Результаты. Для зрелых нейронов (10–11 сут культивирования) характерны значительное повышение концентрации внутриклеточного каль-
ция, вызываемое глутаматом, отсутствие в них околоядерных скоплений PSA-NCAM, обнаруживаемых лишь в незрелых клетках (3–4 сут 
культивирования), торможение глутаматом пачечной активности нейронной сети, сформированной к 10–11-м суткам in vitro, при отсут-
ствии его влияния на генерацию одиночных потенциалов действия. В то же время экзогенный селективный агонист одного из подтипов глута-
матных рецепторов — каинат полностью блокировал спонтанную активность зрелых нейронов. 
Заключение. К 10–11-м суткам культивирования in vitro нейроны новой коры крыс достигают уровня дифференцировки, необходимого для мо-
делирования церебральных патологических состояний. К этому сроку процесс нарушения функционирования нейронной сети, сформированной 
на мультиэлектродной матрице, при гиперактивации глутаматных рецепторов носит многоуровневый характер: при эксайтотоксическом 
повреждении под влиянием глутамата избирательно нарушается пачечная активность нейронов, а при более выраженной цитотоксичности, 
вызываемой каинатом, спонтанная биоэлектрическая активность блокируется полностью. 
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тамата, в сопоставлении с показателями функциональной 
активности нейронной сети и их изменениями при гипер-
стимуляции ГР. 

Материалы и методы

Получение первичных диссоциированных культур клеток коры 
головного мозга крыс 

Работа выполнена на первичных культурах клеток, полу-
ченных методом ферментно-механической диссоциации 
ткани коры полушарий мозга 17–18-дневных эмбрионов 
крыс Вистар [8]. Обращение и экспериментальные про-
цедуры с животными выполнялись в соответствии с дирек-
тивами Совета Европейского сообщества 86/609/ЕЕС об 
использовании животных для экспериментальных иссле-
дований. Экспериментальные протоколы были одобрены 
этическим комитетом ФГБНУ НЦН (протокол № 2-5/16). 
Производили дислокацию позвонков шейного отдела нар-
котизированных эфиром беременных крыс, операционное 
поле обрабатывали 2% раствором йода, стерильными ин-
струментами (хирургический пинцет и ножницы) срезали 
кожу с живота, вскрывали брюшину, аккуратно иссекали 
рога матки с эмбрионами и переносили их в стерильную 
чашку Петри (диаметр 90 мм). Извлеченных из матки 
животного 17–18-суточных эмбрионов промывали сте-
рильным буферным раствором (PBS, pH 7,4, «Invitrogen»), 
декапитировали. Под бинокулярной лупой при помощи 
стерильных микропинцетов снимали кожу, раздвигали в 
стороны от центра кости черепной коробки и извлекали 
головной мозг. Выделенный мозг помещали в свежую пор-
цию бессывороточной среды и с помощью пинцетов снача-
ла удаляли оболочки, а затем выделяли полушария мозга. 

Кору отделяли пинцетами от остальной ткани мозга, ис-
секая гиппокамп. Для приготовления культур выделенную 
измельченную кору инкубировали 15 мин при 37°С в рас-
творе 0,05% трипсина и 0,02% ЭДТА («Invitrogen»), триж-

Введение

Гиперактивация глутаматных рецепторов (ГР) играет чрез-
вычайно важную роль в развитии таких патологических 
состояний головного мозга, как гипоксия/ишемия, че-
репно-мозговая травма, хронические нейродегенератив-
ные заболевания и др. Для моделирования этих состояний 
in vitro широко используются культуры клеток и ткани но-
вой коры, содержащей нейроны с высокой плотностью 
ГР, эффект гиперактивации которых зависит от степени 
дифференцировки нейронов. Так, при гипоксии/ишемии 
мозга новорожденных крыс апоптотическая гибель ней-
ронов происходит при участии апоптозиндуцирующего 
фактора, тогда как у взрослых животных она развивается 
по пути, опосредуемому активацией каспаз [1]. Незрелые 
нейроны in vitro более чувствительны к ацидозу и действию 
стрептозотоцина, тогда как зрелые — к гиперстимуляции 
ионотропных ГР [2, 3]. Поскольку эмбриональные клетки 
новой коры, помещаемые в условия культивирования на 
стадии нейробластов, проходят основные этапы диффе-
ренцировки in vitro, необходима детальная характеристика 
этого процесса, позволяющая сопоставить результаты, по-
лученные на моделях in vivo и in vitro, и осуществить адек-
ватное моделирование церебральной патологии, для чего 
требуется достаточно высокий уровень дифференцировки 
культивируемых нейронов. Определить его позволяют им-
муноцитохимическое выявление белкового маркера не-
зрелых нейронов (PSA-NCAM) [4], степень повышения 
внутриклеточной концентрации кальция ([Ca2+]

i
) под вли-

янием глутамата [5] и результаты исследования динамики 
спонтанной биоэлектрической активности нейронной 
сети, которая формируется клетками новой коры, культи-
вируемыми в мультиэлектродной матрице (МЭМ) [6, 7]. 

Целью работы было исследование in vitro уровня диффе-
ренцировки нейронов коры головного мозга крыс, опреде-
ляемого по интенсивности экспрессии белка PSA-NCAM и 
степени кальциевой перегрузки клеток под влиянием глу-

Introduction. Study of the morphofunctional neuronal development in a dissociated cerebrocortical cell culture, using modern cell technologies, is a priority in 
experimental neurology, which is required for successful in vitro modelling of acute and chronic forms of cerebral pathology.
Study aim. A morphofunctional study of the in vitro changes in neuronal differentiation of rat cerebral cortical neurons, using a range of analysis methods, 
including immunohistochemistry, fluorescence, and electrophysiology.
Materials and methods. We investigated the degree of culture differentiation on day 3–4 and day 10–11 of in vitro cultivation, measured by the intensity of 
the PSA-NCAM protein expression and the level of neuronal glutamate-induced calcium overload. That was then compared with the functional activity of the 
neuronal network cultivated on a microelectrode array, and with changes of the neuronal network’s activity in response to glutamate receptor overstimulation.
Results. A significant glutamate-induced increase of the intracellular calcium concentration was typical for mature neurons (day 10–11 of cultivation), along 
with a lack of PSA-NCAM paranuclear accumulation, which was only found in immature cells (day 3–4 of cultivation). There was a glutamate suppression of 
the neuronal network burst activity, formed in vitro by day 10–11, with had no effect on the generation of single action potentials. At the same time, kainate, the 
exogenous selective agonist of the one of the glutamate subtypes, completely blocked spontaneous activity of the mature neurons.
Conclusion. Neocortical rat neurons reach the differentiation level necessary for the modelling of the cerebral pathologies by day 10–11 of in vitro cultivation. 
At this point, the process of disruption of the microelectrode array cultivated neuronal network by the glutamate receptor overactivation, has become multilayered: 
excitotoxic glutamate-induced damage produces selective disruption of neuronal burst activity, and with the greater cytotoxicity caused by kainate, spontaneous 
bioelectrical activity is completely blocked.

Keywords: cultivated neurons, PSA-NCAM protein, glutamate receptors, intracellular calcium concentration, multielectrode system, sponta-
neous bioelectrical activity.
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тервалом следования (до 50 мс). Цифровые значения па-
раметров, полученных из программы, обрабатывали стати-
стически и представляли в виде диаграмм.

Токсическое воздействие на культуры агонистами ГР

Гиперактивацию ГР инициировали добавлением на 24 ч 
в питательную среду их агонистов — глутамата или каина-
та до конечной концентрации 0,5 мМ на 3-и и 10-е сутки. 
Оценку выживаемости нейронов проводили по метаболиз-
му клетками тетразолиевого красителя (МТТ-тест, «Sigma») 
[11]. Оптическую плотность в контрольных культурах при-
нимали за 100%, выживаемость экспериментальных куль-
тур выражали в процентах относительно контроля.

Иммуноцитохимическое исследование 

Культуры фиксировали 24 ч в нейтральном 4% формалине. 
Экспрессию и локализацию кислого глиофибриллярного 
белка (GFAP) оценивали при помощи поликлональных 
кроличьих антител («Sigma»), а маркеров незрелых нейро-
нов (PSA-NCAM и DCX) — при помощи моноклональных 
мышиных антител («Invitrogen») [12]. Для выявления свя-
занных первичных антител использовали, соответственно, 
антитела козы к иммуноглобулинам кролика, меченные 
флуорохромом CF488 («Sigma»), и ослиные антитела про-
тив антител мыши, конъюгированные с CF555 или CF488 
(«Sigma»). Ядра клеток окрашивали DAPI. Окрашивание 
выполняли по протоколам производителей реактивов. 

ды промывали PBS pH 7,4 и диссоциировали механически 
многократным пипетированием в среде для культивиро-
вания [9]. После осаждения центрифугированием клетки 
ресуспендировали в питательной среде, содержащей 90% 
минимальной среды Игла на солях Эрла, 10% инактиви-
рованной фетальной бычьей сыворотки, 2 мМ глутамина 
и 10 мМ буфера НЕРЕS, pH 7,2–7,4. Количество клеток в 
1 мл суспензии подсчитывали на автоматическом счетчике 
клеток («Invitrogen»). 

В экспериментах по определению выживаемости культур 
использовали 96-луночные планшеты («Costar»), покры-
тые водным раствором полиэтиленимина («Sigma») в кон-
центрации 0,5 мг/мл, в каждую лунку которых вносили по 
100 мкл суспензии, содержащей 2×106 клеток/мл. Для им-
муноцитохимического анализа такой же объем суспензии 
наносили на покровные стекла, помещенные в чашки 
Петри (40 мм), а для определения внутриклеточной кон-
центрации кальция ([Ca2+]

i
) использовали конфокальные 

чашки со стеклянным дном («MakTekcorporation»), покры-
тые полиэтиленимином, в которые также вносили 100 мкл 
суспензии. Через 1 ч в чашки добавляли по 1 мл питатель-
ной среды. Суспензию клеток помещали на МЭМ, по-
крытые водным раствором полиэтиленимина («Sigma») в 
концентрации 0,5 мг/мл. На каждую матрицу наносили по 
30 мкл суспензии, содержащей 10×106 клеток/мл, а после 
их адгезии к поверхности матрицы добавляли 1 мл пита-
тельной среды [10]. 

Матрицы, планшеты, покровные стекла и конфокальные 
чашки помещали в СО

2
-инкубатор («Nuaire», 5% СО

2
, 95% 

воздуха) при 36,5°С и относительной влажности 98%. При-
жизненное наблюдение проводили с помощью фазово-
контрастной микроскопии, используя инвертированный 
микроскоп «Olympus CKX41». Во избежание глиоза для 
подавления пролиферации глиальных клеток к культурам 
на 5–7-е сутки культивирования добавляли арабинозинмо-
ноцитозид (0,1 мкМ).

Регистрация биоэлектрической активности с помощью МЭМ

МЭМ представляет собой чашку со стеклянным дном на 
пластиковой подложке (рис. 1, A). Зона с электродами окру-
жена стеклянным кольцом диаметром 24 мм и высотой 6 мм. 
В центр стеклянного основания матрицы вмонтировано 
60 круглых микроэлектродов (59 регистрирующих и один 
электрод сравнения, рис. 1, B) диаметром 30 мкм. Изме-
нения электрического поля регистрируются электродами 
MЭМ в виде внеклеточного импульса (потенциала действия, 
ПД, рис. 1. C, D). 

Спонтанную активность нейронной сети на МЭМ реги-
стрировали в течение 5 мин в мультиэлектродной системе 
«MEA2100-System» («Multi Channel Systems», Германия) 
ежедневно с 1-х по 11-е сутки культивирования in vitro, а 
при выполнении экспериментов по гиперстимуляции ГР — 
предварительно, сразу после добавления агонистов, через 
1 ч и 24 ч. Для анализа полученных данных использовали 
программу «MC-Rack» («Multi Channel Systems»), которая 
позволяет визуализировать временнóе распределение ПД 
на каждом регистрирующем электроде (рис. 1, D) и автома-
тически выдает массив цифровых значений, включающий 
такие параметры, как количество и частота ПД, процент 
ПД, входящих в пачку, и др. [10]. За пачечную активность 
нейронной сети принимали последовательность из как 
минимум 5–6 импульсов со сравнительно коротким ин-

Рис. 1. Использование МЭМ в исследованиях на диссоциированных 
культурах коры головного мозга 17–18-дневных эмбрионов крысы.
A — внешний вид МЭМ; B — электроды МЭМ под микроскопом 
при малом увеличении (×4); C — зрелая культура коры головно-
го мозга крысы на электродах MЭМ; D — последовательности 
зарегистрированных за 5 мин 2 электродами ПД и пачечной ак-
тивности культуры клеток коры на 10-е сутки культивирования 
in vitro, где вертикальный штрих — ПД, точки под группой штри-
хов — обозначение пачки. E, F, G — развитие диссоциированной 
культуры: светлое поле, 1, 4 и 10 сут культивирования in vitro со-
ответственно. Стрелки — отростки клеток. Масштабный отрезок: 
10 мм (А), 500 мкм (B), 20 мкм (C, E–G)

Fig. 1. The use of a multielectrode system in studies on dissociated cortical 
cultures of 17–18-day-old rat embryos.
A — external view of the multielectrode array (MEA); B — MEA- 
electrodes under the microscope at low magnification (×4); C — mature 
rat cortical culture on MEA- electrodes; D — action potential and burst 
activity sequences of the cortical cell culture, recorded over 5 minutes by 
2 electrodes on day 10 of the in vitro cultivation, where the vertical line 
is the action potential and the dots above a group of the lines indicate 
the burst. E, F, G — dissociated culture development: light field, day 1, 
4 and 10 of in vitro cultivation, respectively. Arrows — cell processes. 
Scale bar: 10 mm (А), 500 µ (B), 20 µ (C, E–G)
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то в 10-суточных этот белок в виде мелких гранул локали-
зовался преимущественно на отростках. Колокализации 
PSA-NCAM с GFAP-окрашенными астроцитами не обна-
руживалось (рис. 2, A, B). При окрашивании на даблкор-
тин (DCХ — другой маркерный белок  незрелых нейронов)  
DCX-позитивные клетки обнаруживались на обоих сроках 
культивирования, однако экспрессия DCX была визуально 
ниже в 10-дневных культурах (рис 2, С, D). Несмотря на 
демонстративность иммуноцитохимического метода опре-
деления зрелости культуры, он также не дает однозначно-
го результата и не является параметром, достаточным для 
полной характеристики нейронной сети.

Определение чувствительности нейронов к действию глу-
тамата (0,5 мМ) по изменению [Ca2+]i, регистрируемой с 
помощью специфического флюоресцентного зонда Fluo-
4, показало более значительное усиление флюоресценции 
под влиянием нейромедиатора в 10-суточных культурах по 
сравнению с 3–4-суточными (рис. 3).

При культивировании на МЭМ к 4-м суткам на большинстве 
электродов регистрировалась спонтанная биоэлектрическая 
активность нейронов, в основном в виде одиночных ПД, ко-
торая становилась почти в 3 раза интенсивнее к 10-м суткам 
(р<0,05; n=13). К этому сроку около 38±6% ПД группиро-
вались в пачки, генерация которых прекращалась в первые 
5 мин после воздействия 0,5 мМ глутамата и не возобновля-

Препараты заключали в среду FluoroShield  («Sigma»)и ис-
следовали под флюоресцентным микроскопом («Nikon 
Eclipse»). 

Определение [Ca2+]
i 

Клетки нагружали 0,005 мМ Fluo-4 AM («Molecular Probes») 
в течение 30 мин при 36,5±0,5°С с последующей трехкрат-
ной промывкой сбалансированным солевым раствором, 
содержащим (в мМ): NaCl (154), KCl (5), CaCl2 (2,3), MgCl2 
(1), NaHCO3 (3,6), Na2HPO4 (0,35), глюкоза (5,6), HEPES 
(10), pH 7,3. Для визуализации клеток использовали ин-
вертированный конфокальный микроскоп «Olympus IX71» 
с объективом ×40. Флюоресценцию Fluo-4 возбуждали си-
ним лазером «OBIS» с длиной волны 488 нм, управляемым 
программой «Coherent Connection 3», эмиссию регистри-
ровали при 530 нм цифровой камерой PPS-GF40. Серию 
изображений получали в автоматическом режиме с интер-
валом 30 с. Через 4,5 мин от начала записи добавляли глу-
тамат и продолжали фиксировать изображения в течение 
следующих 10 мин. Измерение интенсивности флюорес-
ценции в отдельных клетках (n=12) проводили на каждом 
кадре серии изображений в программе «ImageJ» [13, 14]. 

Статистический анализ 

В экспериментах по выживаемости использовано по 9 не-
зависимых культур на точку, иммуноцитохимия выполне-
на на шести 4-дневных и шести 10-дневных культурах из 
2 независимых экспериментов, измерение [Ca2+]i проведе-
но в 12 клетках на точку из 4 экспериментов, развитие ак-
тивности и действие глутамата и контроля к нему изучено 
на 10 МЭМ, каината — на 3 МЭМ, причем на каждой не 
менее 10 электродов регистрировали спонтанную биоэлек-
трическую активность. 

Распределение значений переменных носило нормальный 
характер. Для статистического анализа использовали тест 
ANOVA с посттестом Dunett и двухсторонний t-тест. Раз-
личия между группами считали достоверными при p <0,05. 
Результаты выражали как среднее с ошибкой среднего 
(М±SEM).

Результаты 

Полученные после диссоциации клетки коры головного 
мозга крыс имели округлую форму и в течение часа прикре-
плялись к субстрату, после чего начинался рост отростков, 
которые к 3–4-м суткам культивирования формировали 
связи с соседними клетками и их отростками. Сформи-
рованная сеть в дальнейшем уплотнялась, достигая более 
высокой степени развития, однако на 10-е сутки культи-
вирования морфологически незначительно отличалась от 
4-дневных культур (рис. 1, E–G). Следовательно, морфо-
логическая сформированность нейронной сети диссоции-
рованной культуры является необходимым, но не достаточ-
ным признаком зрелости культуры.

В культурах иммуноцитохимически выявляли нейрональ-
ный белок клеточной адгезии (PSA-NCAM), который от-
носится к иммуноглобулиновому суперсемейству и явля-
ется маркером незрелых нейронов. Заметной динамики 
экспрессии этого белка на разных сроках культивирования 
не наблюдалось, но его локализация и степень конгломера-
ции изменялись. Если в 3–4-суточных культурах крупные 
скопления PSA-NCAM выявлялись в области ядер клеток, 

Рис. 2. Иммуноцитохимическое определение степени дифференци-
ровки культивированных нейронов коры головного мозга крыс по 
уровню экспрессии белка PSA-NCAM (А, B) и даблкортина (C, D).
А, C — 4-е сутки культивирования; B, D — 10-е. Синим цветом 
окрашены ядра клеток (DAPI), зеленым — GFAP, красным — 
маркер незрелых нейронов белок PSA-NCAM. Белые стрелки на 
А — перинуклеарная локализация метки, желтые стрелки на B — 
локализация метки в отростках. Масштабный отрезок — 25 мкм

Fig. 2. Immunohistochemical analysis of the degree of differentiation of 
the cultivated rat cerebral cortical neurons based on the level of PSA-
NCAM (A, B) and doublecortin (C, D) expression.
А, C — day 4 of cultivation; B, D — day 10. Cell nuclei are stained 
with blue (DAPI), glial fibrillary acidic protein (GFAP) is stained with 
green, and the immature neuron marker PSA-NCAM is stained in 
red. White arrows on А — perinuclear marker location, yellow arrows 
on B — marker location in the processes. Scale bar — 25 µ

A

C

B

D
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лась ни через 1, ни через 24 ч. При этом характер следования 
одиночных ПД не изменялся как через 5 мин, так и через 
1–24 ч после экспозиции глутамата (рис. 4, А), тогда как каи-
нат в концентрации 0,5 мМ в те же сроки in vitro в первые 
5 мин ингибировал не только сетевую пачечную активность, 
но и генерацию одиночных ПД, которая не восстанавлива-
лась ни через 1, ни через 24 ч (рис. 4, В).

Оценка выживаемости нейронов (МТТ-тест) на 11-е сутки 
показала, что через 24 ч после добавления в среду 0,5 мМ 
глутамата в культурах коры головного мозга крыс выживает 
86±4% клеток (n=20), а при добавлении каината — 69±4% 
клеток (n=8) (р<0,05).

Обсуждение

Существующие в настоящее время методики культивиро-
вания различных структур мозга различаются по сложности 
выполнения, а также по составу и стоимости используемых 

Рис. 3. Действие глутамата (0,5 мМ) на изменения [Ca2+]
i
, регистрируемой по интенсивности флюоресценции Fluo-4, в 4- и 10-суточных культурах 

коры головного мозга крыс.
А — несколько кадров из серии фотографий, полученных с помощью конфокального микроскопа, одного и того же поля зрения в 4-суточ-
ных (верхний ряд) и 10-суточных (нижний ряд) культурах. Белые стрелки указывают на одну и ту же клетку. Масштабный отрезок 30 мкм. 
Момент добавления глутамата (Глу) указан стрелкой. B — изменение интенсивности флюоресценции отдельных нейронов через каждые 30 с. 
Черная кривая — при добавлении 0,5 мМ глутамата (Глу) к 10-суточным культурам (n=12), серая — к 4-суточным культурам (n=12). Черная 
и серая пунктирные кривые — при добавлении сбалансированного солевого раствора (ССР) к 10-и 4-суточным культурам соответственно 
(для каждой n=12)

Fig. 3. Glutamate activity (0.5 mM) in response to changes in the intracellular free calcium concentration ([Ca2+]
i
), based on Fluo-4 fluorescence intensity 

in 4-day and 10-day rat cerebral cortex cultures.
A — several images from a series of photographs obtained using a confocal microscope with the same field of view in 4-day (top row) and 10-day (bottom 
row) cultures. The white arrows indicate the same cell. Scale bar 30 µ. The moment of glutamate (Glu) addition is shown with a black arrow above the 
photographs. B — changes in the fluorescence intensity of individual neurons, shown in 30 second intervals. Black curve — the addition of 0.5 mM of 
glutamate (Glu) to 10-day cultures (n=12), gray curve — to 4-day cultures (n=12). Black and gray dashed curves — the addition of a balanced salt solution 
(BSS) to 10-day and 4-day cultures, respectively (n=12 for each one). The moment of glutamate or BSS addition is marked with a red arrow

Рис. 4. Изменение спонтанной биоэлектрической активности нейро-
нов под влиянием глутамата (Глу, 0,5 мМ; А) и каината (0,5 мМ; В) 
в диссоциированной культуре клеток коры головного мозга крысы на 
10-е сутки культивирования в МЭМ. 
*р<0,05 по сравнению с контролем

Fig. 4. Measurement of spontaneous bioelectrical neuronal activity caused by 
glutamate (Glu, 0.5 mM; A) and kainate (0.5 mM; B) in a dissociated cell 
culture of rat cerebral cortical neurons on day 10 of cultivation on the MEM.
*р<0.05 compared with control
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Развитие нейронной сети в культуре клеток коры

сред. С начала 1980-х гг. для исследования морфофункцио-
нального развития и моделирования повреждений нейронов 
головного мозга использовались первичные диссоцииро-
ванные нейроглиальные культуры клеток и органотипиче-
ские культуры ткани новой коры [15–19]. Преимущество 
органотипических тканевых культур (эксплантатов) перед 
монослойными культурами заключается в сохранности 
межнейронных связей и биоэлектрической активности на-
тивных нейронных сетей [20]. Однако прижизненная мор-
фологическая оценка эксплантатов затруднена, тогда как 
живые монослойные клеточные культуры легко доступны 
для визуального исследования. В процессе культивирова-
ния в них активно формируются межнейронные связи [21] 
и функциональная активность, регистрируемая по измене-
нию [Ca2+]

i
 или методом локальной фиксации потенциала 

(patch-clamp) [22, 23]. Кроме того, использование МЭМ 
[24] позволяет длительно и неинвазивно изучать динамику 
спонтанной биоэлектрической активности нейронов, пред-
ставленную в виде одиночных ПД и/или сетевой пачечной 
активности, т.е. определенной последовательности не-
скольких ПД, регистрируемых одновременно несколькими 
электродами [25]. 

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что с 
3–4-х по 10–11-е сутки культивирования происходит про-
цесс активной дифференцировки культур. На это указыва-
ет формирование связей между соседними клетками, ис-
чезновение из тел нейронов в зрелых (10–11 сут) культурах 
белка клеточной адгезии из суперсемейства иммуноглобу-
линов (PSA-NCAM), который, будучи маркером незрелых 
нейронов in vivo и in vitro [26, 27], обнаруживался в них на 
3–4-е сутки. Кроме того, у нейронов в 10-суточных культу-
рах повышение [Ca2+]i при действии глутамата было выра-
жено намного сильнее, чем в 3–4-суточных. Наряду с этим 
спонтанная биоэлектрическая активность нейронов к 10–
11-м суткам значительно усложнялась, приобретая харак-
тер последовательных высокочастотных ПД, организован-
ных в виде пачек, чередующихся с интервалами, во время 
которых обнаруживались одиночные ПД. Эти результаты 
согласуются с данными литературы, показавшими про-
грессивное усиление сетевой активности в виде пачек ПД, 
формирующихся с 5-х по 12-е сутки развития в культуре 
клеток коры головного мозга на МЭМ [28, 29].

Одним из основных показателей нейрохимической зрело-
сти глутаматцептивных нейронов является их чувствитель-

ность к действию агонистов ГР [30]. В наших опытах на ее 
увеличение в 10-суточной культуре указывает быстрое и не-
обратимое прекращение под влиянием глутамата пачечной 
активности, сопровождающееся гибелью до 15% нейронов, 
что свидетельствует о нарушении сформировавшейся си-
стемы синаптической передачи возбуждения в нейронной 
сети и может быть одним из механизмов повреждения го-
ловного мозга в патологических условиях, даже при сохран-
ности исходного уровня генерации отдельных ПД. С другой 
стороны, более выраженное цитотоксическое воздействие 
каината (гибель свыше 30% нейронов) прямо коррелирова-
ло с более глубоким ингибированием спонтанной биоэлек-
трической активности. Такие различия в цитотоксических 
эффектах глутамата и каината могут быть обусловлены тем, 
что первый является эндогенным агонистом ГР и может 
захватываться нервными и глиальными клетками, вовлека-
ясь в нормальный метаболизм, а второй, агонист каинатно-
го подтипа ГР, не являющийся естественным метаболитом 
в нервной ткани, не метаболизируется клетками и поэтому 
оказывает более выраженный цитотоксический эффект. 

Заключение

Полученные результаты свидетельствуют о том, что к 10– 
11-м суткам культивирования нейроны новой коры эмбрио-
нов крыс достигают высокой степени дифференцировки, 
которая необходима для моделирования патологических 
состояний головного мозга и отличается исчезновением в 
телах нейронов специфического маркера незрелых клеток 
(PSA-NCAM), более выраженной кальциевой перегрузкой 
нейронов под воздействием глутамата и более высоким 
уровнем их сетевой спонтанной биоэлектрической актив-
ности. Такую культуру можно использовать как высоко-
чувствительную тест-систему для токсикологических и 
фармакологических исследований. Кроме того, на осно-
вании полученных данных можно предположить, что про-
цесс нарушения нормального функционирования сформи-
рованной нейронной сети при гиперактивации ГР носит 
многоуровневый характер, когда при менее значительном 
эксайтотоксическом повреждении нейронов нарушает-
ся только пачечная активность, а при более выраженном 
спонтанная биоэлектрическая активность необратимо пре-
кращается.
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