
8       СТМ ∫ 2009 - 1

оригинальные исследования 

МУЛЬТИЭЛЕКТроДНыЕ МАТрИЦы —  
НоВыЕ ВоЗМожНоСТИ В ИССЛЕДоВАНИИ 
ПЛАСТИЧНоСТИ НЕЙроНАЛЬНоЙ СЕТИ
УДК 612.821.6/8.25:621.38
Поступила 2.06.2009 г.

И.В. Мухина*, д.м.н., профессор, зав. ЦНИЛ НИИ ПФМ и кафедрой нормальной физиологии1; 
В.Б. Казанцев, д. ф.-м. н., руководитель лаборатории нелинейной динамики2; 
Л.Г. Хаспеков, д.б.н., руководитель лаборатории нейроцитологии; 3  
Ю.Н. Захаров, к. ф.-м. н., доцент кафедры общей физики4; 
М.В. Ведунова, к.б.н., научный сотрудник ЦНИЛ НИИ ПФМ1; 

 Е.В. Митрошина, младший научный сотрудник НИИ ПФМ1; 

С.А. Коротченко,, студент1; 

Е.А. Корягина, студент1

1 Нижегородская государственная медицинская академия, Н. Новгород; 
2  Институт прикладной физики РАН, Н. Новгород; 
3 Научный центр неврологии РАМН, Москва; 
4 Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского, Н. Новгород

* Мухина Ирина Васильевна, тел. раб. 8(831)465-53-06; e-mail: muchinaiv@mail.ru

English

Multielectrode matrices — new possibilities  
in investigation of the neuronal network plasticity

I.V. Mukhina, MD, professor, head of the applied and fundamental medicine (AFM) SRI CSRL and a normal physiology 
chair1;  
V.B. Kazantsev, PhD, head of the nonlinear dynamics laboratory2;
L.G. Khaspeckov, BD, head of the neurocytology laboratory3; 
Yu.N. Zakharov, c. phm. s., assistant professor of a general physics chair4;
M.V. Vedunova, c.b.s., scientific worker1;
E.V. Mitroshina, junior scientific worker of the AFM SRI1;
S.A. Korotchenko, student1;
E.A. Koryagina, student1

1Nizhny Novgorod state medical academy, N. Novgorod; 
2the RAS applied physics Institute, N. Novgorod; 
3the RAMS scientific center of neurology, Moscow; 
4the N.I. Lobachevsky Nizhny Novgorod state university, N. Novgorod

Investigation is dedicated to important problem of the brain neuronal network plasticity mechanism revealing. One of the key moments 
for that problem solution is a possibility of the functional process noninvasive monitoring in brain at life from a molecular and cellular level 
to a systemic organization level. Such a possibility is realized in multielectrode systems, used in neurophysiology and characterized by many 
advantages: a cellular noninvasiveness; a possibility of a simultaneous registration of signals and the cell stimulation; a chronic experiment 
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(months); a possibility of pharmacologic manipulations, including a medicinal screening; a structural and functional neurovisualization at life. 
A combination of the cell culture with a multielectrode system of registration and a stimulation of the neuron activity permit to simulate in 
dynamics the different stages of the neuronal chain development. An alteration of that activity pattern, the mechanisms of which are still not 
clear, takes place depending on a culture age, the cultivation conditions and pharmacologic effects.

The aim of investigation is a study of the hippocamp neuron spontaneous bioelectrical activity appearance conditions in vitro depending 
on time of development and the cell density in culture.

Materials and methods. The experiments are made on dissociated cultures of the mouse embryo hippocamp embryonal cells (E18). A 
combination of the MED64 neuron activity extracellular registration multielectrode system (Alpha MED Sciences, Japan) with the methods 
of the intracellular calcium alteration visualization at life with a use of a fluorescent stain Oregon Green 488 WARTA-1 and a laser scanning 
confocal microscope Zeiss LSM510 NLO Duoscan has permitted to investigate in dynamics the different stages of the neuronal network 
development.

Results. It is established, that a functional activity of culture, registered both at extracellular electrodes MED64 and with a use of a 
confocal microscopy (the calcic oscillations) compared to the morphologic imaging investigation data, is actually an indicator of forming in 
a process of the active neuroglial network cultivation. An appearance of the neuron spontaneous activity in a network depends on age and 
density of the hippocamp cell culture.

Key words: dissociated multielectrode matrices, culture of hippocamp, plasticity of neuronal network. 

Успешным экспериментальным исследованиям 
механизмов, лежащих в основе процессов форми-
рования функциональных свойств и пластичности 
центральных нейронов, в последние десятилетия 
способствовало использование лазерной сканиру-
ющей конфокальной микроскопии для регистрации 
ионных токов в нейронах и глиальных клетках in� vi�ro vi�rovi�ro 
в сочетании с неинвазивными мультиэлектродными 
методами отведения биоэлектрической активности 
и электростимуляции культивируемых нейронов. 

Применение метода мультиэлектродной регист-
рации потенциалов в нейронных сетях имеет почти 
30-летнюю историю. В 1972 г. Thomas с соавтора-
ми опубликовали первую статью об использовании 
мультиэлектродной матрицы, содержащей 15 элек-
тродов с площадью каждого 7 мкм2, расположенных 
на расстоянии 100 мкм друг от друга, для регистра-
ции электрической активности нейронов в культуре 
клеток заднего рога спинного мозга крысы [1]. Поз-
днее Pine (1980) удалось зарегистрировать потен-
циалы амплитудой около 50 мкВ у единичных ней-
ронов в одно- и трехнедельной культуре, а также 
стимулировать их импульсами с амплитудой 0,5 В и 
длительностью 1 мс [2]. Wheeler and Novak (1986) ис-
пользовали 32-электродную матрицу для регистра-
ции электрической активности в срезе гиппокампа 
[3]. Этими же авторами было показано распростра-
нение эпилептиформной активности вдоль среза 
гиппокампа со скоростью 0,250 м/с. В 1989 г. RegehrRegehr 
and Pine создали 61-электродную матрицу, основа 
которой состояла из тонкого стекла и поэтому поз-
воляла изучать структуру нейронных сетей и тканей 
в инвертированном микроскопе [4]. В 1991 г. Chien 
and Pine использовали мультиэлектродную матри-
цу Pine lab MEA для регистрации постсинаптичес-
ких потенциалов при одновременном оптическом 
имиджинге (voltage-sensitive dye recording) [5]. В кон-
це 1990-х годов группа японских ученых под руко-
водством Kawana и Taketani создали 64-электродную 
матрицу для экспериментов с диссоциированными 
культурами нейронов и срезами гиппокампа [6]. 
Преимуществами применения мультиэлектродных 

матриц в электрофизиологических экспериментах 
являются: клеточная неинвазивность; возможность 
одновременной регистрации сигналов и стимуля-
ции клеток; изучение сетевой нейрофизиологии; 
хронический эксперимент (месяцы); возможность 
фармакологических манипуляций, в том числе ле-
карственный скрининг; прижизненная структурная 
и функциональная нейровизуализация. Культура 
нейронов может быть использована для изучения 
на клеточном и сетевом уровне таких свойств не-
рвной системы, как научение и память [7, 8]. Сов-
мещение культуры клеток с мультиэлектродной 
системой регистрации и стимуляции активности 
нейронов позволяет моделировать в динамике раз-
личные стадии развития нейронных цепей. Через 
несколько дней в культуре клеток мозга возника-
ют синаптические связи, формирующие нейронную 
цепь, о чем свидетельствует появление спонтанной 
биоэлектрической активности. В зависимости от 
возраста культуры, условий культивирования, фар-
макологических воздействий происходит измене-
ние паттерна этой активности [9—12], механизмы 
которого остаются до сих пор не выясненными. 

Экспериментальные данные могут стать осно-
вой для проверки существующих теоретических 
гипотез и математических моделей работы ней-
ронных сетей, что расширяет представления о 
пластичности ткани мозга и формировании функ-
циональных систем, направленных на достижение 
адаптивного результата. Кроме того, культивирова-
ние клеток различных структур головного мозга на 
мультиэлектродной матрице дает уникальную воз-
можность исследования изменений морфофункци-
ональных свойств живых нейронов в хроническом 
эксперименте и поиска соединений, оказывающих 
нейропротекторный эффект при моделировании 
различных патологических состояний ЦНС. 

Одним из многообещающих направлений по-
лучения фундаментальных результатов является 
использование культур диссоциированных клеток 
мозга для искусственного формирования нейрон-
ной сети, сигналы которой используются в качест-
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ве биологической модели мозга — робота-анимата. 
Современные экспериментальные образцы гиб-
ридных нейроэлектронных систем представляют 
собой диссоциированную культуру нейрональных 
клеток, объединенную с электромеханическим уст-
ройством или его виртуальной моделью. Поведение 
нейроанимата определяется активностью клеток 
культуры, преобразуемой в управляющие сигналы 
для эффекторной электромеханической части. Об-
ратная связь с окружающей средой, необходимая 
для контроля динамики поведения, реализуется 
посредством трансляции информации, поступаю-
щей от сенсоров, в воздействия на нейроны. 

Цель исследования — изучить условия возник-
новения спонтанной биоэлектрической активности 
нейронов гиппокампа in� vi�ro vi�rovi�ro в зависимости от вре-
мени развития и плотности клеток в культуре.

Материалы и методы. Мультиэлектродная сис-
тема MED64 (Alpha MED Sciences, Япония) пред-Alpha MED Sciences, Япония) пред- MED Sciences, Япония) пред-MED Sciences, Япония) пред- Sciences, Япония) пред-Sciences, Япония) пред-, Япония) пред-
ставляет собой электрофизиологический комплекс, 
состоящий из зонда MED-P5155, усилителя и соеди-MED-P5155, усилителя и соеди--P5155, усилителя и соеди-P5155, усилителя и соеди-5155, усилителя и соеди-
няющего устройства. Зонд имеет стеклянное осно-
вание 50×50×0,7 мм с центральной цилиндрической 
камерой диаметром 22 мм и высотой 5 мм (рис. 1, а), 
в центре которой на площади 1 мм2 расположена 
64-электродная матрица (рис. 1, б) для записи спон-
танной активности и электрической стимуляции. 
Квадратные микроэлектроды (рис. 1, в) состоят из 
прозрачного оксида олова (ITO, 0,15 мкм), покрыто-ITO, 0,15 мкм), покрыто-, 0,15 мкм), покрыто-
го черной платиной, и имеют размер каждой сторо-
ны 50 мкм. Межэлектродное расстояние в матрице 
составляет 100 мкм. Изолирующее покрытие поли-
акриламид покрывает дно зонда пленкой толщиной 
1,4 мкм. На рис. 1, г видны культивируемые клетки, 

рис. 1. Строение мультиэлектродной системы MED64 (Alpha MED Sciences, Япония): а — стеклянное основание; б — 
мультиэлектродная матрица; в — внеклеточный электрод; г — микрофотография культуры диссоциированных клеток 
гиппокампа (5 сут in� vi�ro, 600 кл./мм2) на поверхности мультиэлектродной матрицы, полученная в фазовом контрасте 
с помощью инвертированного микроскопа Leica DMIL HC

       Черная платина
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образующие монослой на поверхности матрицы, в 
том числе и на электродах.

В исследовании использованы культуры клеток 
гиппокампа, полученные от 18-дневных эмбрионов 
белых беспородных мышей. Основные правила со-
держания и ухода за экспериментальными живот-
ными соответствовали нормативам, указанным в 
приказе Минздрава России № 267 от 19.06.03 «Об 
утверждении правил лабораторной практики в Рос-
сийской Федерации». Диссоциирование клеток до-
стигалось путем обработки ткани гиппокампа 0,25% 
трипсином (Invitrogen 25200-056). Клетки ресуспен-Invitrogen 25200-056). Клетки ресуспен- 25200-056). Клетки ресуспен-
дировали в нейробазальной среде NeurobasalNeurobasalTM (Invi-Invi-
trogen 21103-049) в комплексе с биоактивной добав- 21103-049) в комплексе с биоактивной добав-
кой В27 (Invitrogen 17504-044), глутамином (InvitrogenInvitrogen 17504-044), глутамином (Invitrogen 17504-044), глутамином (InvitrogenInvitrogen 
25030-024), эмбриональной телячьей сывороткой 
(ПанЭко К055) [13] и культивировали на мультиэлек-
тродной матрице системы MED64 в течение 28 сут in� 
vi�ro. Предварительно матрицу стерилизовали УФ-
облучением и обрабатывали полиэтиленимином 
(Sigma P 3143), служившим опорным субстратомSigma P 3143), служившим опорным субстратом P 3143), служившим опорным субстратомP 3143), служившим опорным субстратом 3143), служившим опорным субстратом 
для клеток, плотность которых была различной: 200, 
600 и 1200 кл./мм2. Поддержание жизнеспособности 
культуры осуществлялось в условиях СО2-инкубато-
ра при температуре 35,5°С и газовой смеси 95% О2 
и 5% СО2. Смена культуральной среды происходи-
ла через сутки после посадки на матрицу и далее 
1 раз в двое суток. Регистрация спонтанной актив-
ности осуществлялась при стабильных параметрах 
(температура, влажность, содержание СО2 и О2) ок-
ружающей среды. Для получения и анализа данных 
использовался набор программного обеспечения 
Conductor�� (Alpha MED Sciences, Япония), а также�� (Alpha MED Sciences, Япония), а также 
пакет прикладных программ Matlab.
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Для имиджинговых исследований спонтанных 
кальциевых осцилляций, отражающих состояние 
кальциевого гомеостаза клеток, формирующих in� 
vi�ro нейроглиальную сеть, использовался лазер-
ный сканирующий микроскоп �eiss LSM 510 NLO�eiss LSM 510 NLO LSM 510 NLOLSM 510 NLO 510 NLONLO 
Duoscan. В качестве флюоресцентных зондов ис-. В качестве флюоресцентных зондов ис-
пользовали специфический кальциевый краситель 
Oregon Green 488 BAPTA-1, возбуждаемый линией Green 488 BAPTA-1, возбуждаемый линиейGreen 488 BAPTA-1, возбуждаемый линией 488 BAPTA-1, возбуждаемый линиейBAPTA-1, возбуждаемый линией-1, возбуждаемый линией 
излучения аргонового лазера с длиной волны 488 
нм (полоса пропускания фильтра фотоприемни-
ка — 500—530 нм) и Са2+-нечувствительный краси-
тель Sulforhodamine 101 (SR101), возбуждаемый из-Sulforhodamine 101 (SR101), возбуждаемый из-ulforhodamine 101 (SR101), возбуждаемый из-SR101), возбуждаемый из-возбуждаемый из-
лучением гелиево-неонового лазера 543 нм (полоса 
пропускания фильтра фотоприемника — 650—710 
нм), селективно маркирующий глиальные клетки 
[14]. Таким образом, осуществлялось разделение 
каналов регистрации флюоресценции красителей 
Oregon Green 488 BAPTA-1 и Sulforhodamine 101. Green 488 BAPTA-1 и Sulforhodamine 101.Green 488 BAPTA-1 и Sulforhodamine 101. 488 BAPTA-1 и Sulforhodamine 101.BAPTA-1 и Sulforhodamine 101.-1 и Sulforhodamine 101.Sulforhodamine 101.ulforhodamine 101. 
Кальциевые осцилляции в нейронах и глии измеря-
лись по изменению интенсивности флюоресценции 
Oregon Green 488 BAPTA-1 относительно среднего Green 488 BAPTA-1 относительно среднегоGreen 488 BAPTA-1 относительно среднего 488 BAPTA-1 относительно среднегоBAPTA-1 относительно среднего-1 относительно среднего 
базового уровня (ΔF/F)./F).F).).

результаты и обсуждение. На 3—5-е сутки in� 
vi�ro в культуре диссоциированных клеток гиппо-

кампа регистрировалась спонтанная активность 
нейронов в виде единичных спайков (внеклеточных 
потенциалов) длительностью 1,0—1,5 мс и амплиту-
дой 25,0±2,4 мкВ (рис. 2). 

Средняя частота появления одиночных спайков 
зависела от плотности клеток в культуре (рис. 3).

Появление сравнительно редких некоррелиро-
ванных между собой спонтанных спайков вызвано, 
вероятно, различными шумовыми возмущениями. 
Несмотря на случайный характер событий, их гене-
рация носит пороговый характер и возникает толь-
ко на определенном этапе развития культуры. 

Развитие клеточных процессов (в частности, 
рост дендритов и аксона) приводит к увеличению 
эффективной площади, с которой клетка может 
получать сигналы, в частности внеклеточные шу-
мовые возмущения. Интеграция таких возмущений 
на определенном этапе приводит к возможности ге-
нерации спонтанных потенциалов действия и, как 
следствие, наблюдаемых внеклеточных спайков. 
Динамика случайных (некоррелированных) спайков 
в культуре иллюстрируется на рис. 4 по фрагменту 
одной из записей внеклеточных потенциалов.

Дальнейшее развитие культуры гиппокампа 
обусловлено формированием межнейронных свя-
зей и появлением сетевой (коррелированной) ак-
тивности. Такая активность в общем случае должна 
характеризоваться появлением функциональных 
взаимосвязей (синхронизации) между разряда-
ми, регистрируемыми на различных внеклеточных 
электродах. Для внеклеточной активности в куль-
турах типично возникновение так называемой се-
тевой пачечной активности — высокочастотных 
последовательностей спайков, возникающих на 
сравнительно больших временных интервалах [15]. 
Такие разряды синхронно возникают на различ-
ных электродах и состоят из нескольких спайков 
со сравнительно коротким интервалом следования 
(1—50 мс). Сетевая пачечная активность — момен-
тальная пространственно-временная последова-

рис. 2. Спонтанная активность нейронов: а — фрагмент 
записи, регистрируемой одновременно со всех 64 мик-
роэлектродов в культуре клеток гиппокампа на матрице 
MED64 (Alpha MED Sciences, Япония), 5-е сутки in� vi�ro; 
б — регистрируемая с одного микроэлектрода; в — оди-
ночный спайк (внеклеточный потенциал)
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рис. 3. Зависимость спонтанной активности нейронов 
гиппокампа от плотности клеток в культуре, 5-е сутки  
in� vi�ro

5 с
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характеризуется следующими 
признаками:

количество спайков в пач-
ке — не менее 4;

межспайковый интервал — 
не более 100 мс (частота более 
10 Гц);

наличие пространственной и 
временной синхронизации па-
чечной активности в нейрональ-
ной сети.

Режим сетевой пачечной ак-
тивности иллюстрируется на 
рис. 6. Число событий, регистри-
руемых на электродах, сущест-
венно возрастает (рис. 6, б), что 
свидетельствует об активации 
достаточно большого числа кле-
ток сети. 

Наличие взаимосвязи актив-
ности на различных электродах 
иллюстрирует растровая диа-
грамма, где видны три синхро-
низованных участка пачечной 
активности (рис. 6, а). Характер-
ный интервал следования пачек 
составляет 2—3 с (рис. 5, в). 
Отметим, что синхронизация от-
дельных спайков внутри пачки, 
длящаяся 1—1,5 с, отсутствует, а 
активность представляет собой 
спайковые последовательности. 
Такие последовательности мож-

но трактовать как передачу возбуждения между 
элементами сформированной в культуре нейрон-
ной сети и, как следствие, возникновение корре-
лированных спайков в различных ее участках, ре-

рис. 4. Активность культуры диссоциированных клеток гиппокампа мышиных 
эмбрионов, 7-е сутки in� vi�ro; а — растровая диаграмма активности электродов; 
б — число спайков на электрод, в — распределение межспайковых интервалов 
случайных событий
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рис. 5. Активность культуры диссоциированных клеток гиппокампа мышиных эмбрионов, 9-е сутки in� vi�ro vi�rovi�ro: а — спон-
танная активность нейронов, регистрируемая одновременно со всех 64 микроэлектродов в культуре клеток гиппокам-
па на матрице MED64 (Alpha MED Sciences, Япония); б — спонтанная пачечная активность, регистрируемая с одного 
микроэлектрода; в — одиночная пачка, зарегистрированная с одного электрода

тельность спайков одного или нескольких нейро-
нов, детектируемая на внеклеточных электродах с 
короткими межспайковыми интервалами (рис. 5). 

Пачка внеклеточно регистрируемых спайков 
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гистрируемых на различных электродах. Отметим 
также, что спайковые паттерны в пределах пачки 
являются в определенном смысле самоподдержи-
вающимися. Другими словами, в течение сравни-
тельно длительного интервала времени (1—2 с) 
спайковые возбуждения «циркулируют» по сети 
без специфического воздействия извне и при от-
сутствии пейсмейкерных клеток. Этот факт также 
свидетельствует о присутствии в культуре диссо-
циированных клеток гиппокампа с определенного 
этапа развития нейросетевой архитектуры с нали-
чием активных межнейронных взаимодействий. 

Параллельная лазерная сканирующая конфо-
кальная микроскопия выявила в процессе культи-
вирования нарастающую динамику формирования 
de� n�ovo n�ovon�ovo дендритных шипиков и зрелых синаптичес-
ких межнейронных связей. Кроме того, начиная с 
9-х суток in� vi�ro vi�rovi�ro были выявлены спонтанные каль-
циевые осцилляции, проявляющиеся в изменении 
интенсивности флюоресценции Oregon Green 488Oregon Green 488 Green 488Green 488 488 
BAPTA-1, которые свидетельствуют об активном-1, которые свидетельствуют об активном 
функциональном состоянии нейроглиальной сети 
культивируемых клеток. На рис. 7 дана иллюстра-

ция записи флюоресценции клеток культуры гиппо-
кампа на 9-е сутки развития in� vi�ro. На изображении 
первого канала регистрации (рис. 7, а) отображены 
глиальные клетки, отмеченные SR 101. На изобра-SR 101. На изобра-101. На изобра-
жении второго канала (рис. 7, б) видны все клетки, 
содержащие свободные ионы кальция. На суммар-
ном изображении (рис. 7, в) зеленый цвет соответс-
твует Са2+-активным нейронам, а желтый — Са2+-
активной глии.

На верхних графиках рис. 7, г, д представлены 
зависимости относительной интенсивности флю-
оресценции Oregon Green 488 BAPTA-1(Oregon Green 488 BAPTA-1( Green 488 BAPTA-1(Green 488 BAPTA-1( 488 BAPTA-1(BAPTA-1(-1(ΔF/F) от 
времени для нейрона (г) и астроцита (д). На соот-
ветствующих нижних графиках более подробно вы-
делен фрагмент записи с 240-й по 300-ю с, показы-
вающий различие форм Са2+-сигналов в нейронах 
и астроцитах. Медленные Са2+-осцилляции дли-
тельностью 11,0±0,5 с, генерируемые нейронами 
(рис.7, г), вероятно, в ответ на накопление глутама-
та в межклеточном внесинаптическом пространс-
тве вследствие пачечной электрической актив-
ности следовали с частотой 0,5—1 мин-1, ΔF/F для 
нейронов составляла 17—20%. У глиальных клеток 
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рис. 6. Активность культуры диссоциированных клеток гиппокампа мышиных эмбрионов, 9-е сутки in� vi�ro vi�rovi�ro: а — рас-
тровая диаграмма сетевой пачечной активности; б — число спайков на электрод; в — распределение межспайковых 
интервалов случайных событий
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ΔF/F составляла 7—10%, а осцилляции длительнос-
тью 18,0±0,37 с следовали с частотой 0,5—0,8 мин-1 
(рис. 7, д). Синхронизация между спонтанной каль-
циевой активностью у нервных и глиальных клеток 
отсутствовала.

Заключение. Функциональная активность куль-
туры, регистрируемая как на внеклеточных элек-
тродах MED64, так и с помощью конфокальной 
микроскопии (кальциевые осцилляции), в сопос-
тавлении с данными морфологического имиджин-
гового исследования, является фактически индика-
тором формирования в процессе культивирования 
активной нейроглиальной сети.

Впоследствии под действием повторяющихся 
стимулов (например, с определенных стимулирую-
щих электродов MED64) сеть будет способна эво-
люционировать как морфологически, так и в плане 
нейропластических изменений в направлении фор-
мирования простейших функциональных систем, 
«целью» которых будет адаптация к заданным мо-
дельным условиям стимуляции. Культуры клеток, 
полученные в этой системе, могут быть использо-
ваны для исследования изменений морфофункци-
ональных свойств нейронов при действии ишеми-

а б в

   
2 мкм 2 мкм 2 мкм

г д

ческих и нейродегенеративных патогенетических 
факторов в хроническом эксперименте, а также 
для тестирования новых нейропротекторов.

Работа поддержана грантами РФФИ (08-02-00724, 
08-04-97109, 08-04-12213), Программой Президиума 
РАН «Молекулярная и клеточная биология» и анали-
тической ведомственной целевой программой «Разви-
тие научного потенциала высшей школы (2009—2010 
годы)», Министерством образования и науки РФ.
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