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Цель исследования  — изучить влияние нейротрофического фактора головного мозга (bDNf) на выживаемость и основные по-
казатели биоэлектрической активности нейронной сети в первичной культуре гиппокампа в условиях кратковременной гипоксии и в 
течение 7 сут постгипоксического периода in vitro. 

Материалы и методы. Исследования проводили на диссоциированных культурах гиппокампа, полученных от 18-дневных эмб-
рионов мышей линии cbA, культивируемых на мультиэлектродных матрицах mEA60 в течение 33 дней. Моделирование гипоксии вы-
полняли на 33-й день развития культуры in vitro путем замены нормоксической культуральной среды на среду с низким содержанием 
кислорода в течение 10 мин. Добавление bDNf (1 нг/мл) осуществляли за 20 мин до гипоксического повреждения.

Результаты. Установлено, что 10-минутная гипоксия с содержанием кислорода в среде 0,37 мл/л после кратковременного периода 
повышения активности после реоксигенации приводит к необратимому угнетению спонтанной биоэлектрической активности клеток 
диссоциированных культур гиппокампа в отдаленном постгипоксическом периоде, что сопровождается увеличением в 4,2 раза коли-
чества мертвых клеток. Добавление в культуральную среду 1 нг/мл bDNf за 20 мин до смены нормоксической среды на среду с низким 
содержанием кислорода сохраняет биоэлектрическую активность как в процессе самой гипоксии, так и в постгипоксическом периоде, 
повышает выживаемость клеток.

Заключение. Превентивное добавление bDNf снижает негативные последствия нормобарической гипоксии, что позволяет рас-
сматривать данный нейротрофический фактор как вещество, обладающее не только нейропротективными, но и антигипоксическими 
свойствами.
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The aim of the investigation was to study the effect of brain-derived neurotrophic factor (bDNf) on the survival and main parameters of 
bioelectric activity of neuronal network in primary hippocampal culture in short-term hypoxia and within 7 days of posthypoxic period in vitro. 

Materials and Methods. The investigation was performed using dissociated hippocampal cells taken from embryonic cbA mice (E18) and 
plated on multielectrode arrays and cultured for 33 days. modeling of hypoxia was performed on 33 day of culture development in vitro (DiV) 
by replacing the normoxic culture medium by a medium with low oxygen for 10 minutes. bDNf (1 ng/ml) was added 20 minutes before hypoxic 
damage. 

Results. 10-minute hypoxia with an oxygen content in the medium of 0.37 ml/l after a short period of normalization of activity after 
reoxyganation was stated to lead to irreversible inhibition of the spontaneous bioelectric activity of dissociated hippocampal cultures in remote 
posthypoxic period accompanied by the increase of the number of dead cells by 4.2 times. The addition of 1 ng/ml bDNf into the culture medium 
20 minutes before changing normoxic medium for medium with low oxygen saved bioelectrical activity both in the process of hypoxia itself and 
in posthypoxic period, and increased cell survival. 

Conclusion. Preventive addition of bDNf reduces the negative consequences of normobaric hypoxia that enables to consider the 
neurotrophic factor as the substance having not only neuroprotective, but also antihypoxic properties.  

Key words: brain-derived neurotrophic factor (bDNf); hypoxia; neuroprotection; dissociated hippocampal culture; multielectrode arrays. 

Одним из основных факторов повреждения кле-
ток головного мозга при ишемическом воздействии и 
ряде других патологий является гипоксия. В результате 
нарушения поступления кислорода происходят значи-
тельные изменения процессов синаптической переда-
чи, которые связаны с гибелью клеток и разрушением 
нейронных сетей головного мозга [1]. В связи с этим в 
современной нейробиологии и медицине актуален воп-
рос о поиске веществ, способных защитить клетки го-
ловного мозга от повреждающего действия гипоксии. 
Среди химических веществ, способных контролировать 
уровень метаболизма клетки в условиях сниженного 
содержания кислорода, выделяют группу регуляторных 
белков и пептидов. Одним из представителей такой 
группы является нейротрофический фактор головного 
мозга BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor), кото-
рый участвует не только в дифференциации нейронов 
и формировании синаптических контактов в процессе 
нейрогенеза, но и может являться активным корректо-
ром метаболизма зрелых нейронов [2–7]. Однако его 
роль в регуляции окислительных процессов в зрелом 
мозге изучена недостаточно.

Цель исследования — изучение влияния нейротро-
фического фактора головного мозга на выживаемость 
и основные показатели биоэлектрической активности 
нейронной сети в первичной культуре гиппокампа в 
условиях кратковременной гипоксии и в течение 7 сут 
постгипоксического периода in vitro. 

Материалы и методы.
Культивирование первичных диссоциированных 

культур клеток гиппокампа. В исследовании исполь-
зованы первичные культуры клеток гиппокампа, полу-
ченные от 18-дневных эмбрионов мышей линии СВА. 

Основные правила содержания и ухода за экспери-
ментальными животными соответствовали нормати-
вам, данным в Приказе Минздрава России №708н от 
23.08.2010 «Об утверждении Правил лабораторной 
практики», при проведении исследований неукосни-
тельно соблюдались этические принципы, установлен-
ные Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и дру-
гих научных целей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 и 
подтвержденной в Страсбурге 15.06.2006).

Диссоциирование клеток достигалось путем обра-
ботки ткани гиппокампа 0,25% трипсином. Клетки ре-
суспендировали в нейробазальной среде NeurobasalTm 
(Invitrogen, США) в комплексе с биоактивной добавкой 
В27 (Invitrogen), глутамином (Invitrogen), эмбриональной 
телячьей сывороткой (ПанЭко, Россия) и культивирова-
ли согласно ранее разработанному протоколу [8] в те-
чение 33 дней in vitro (DIV) на мультиэлектродной мат-
рице системы mEА60 (multichannel systems, Германия), 
содержащей 60 микроэлектродов. Предварительно 
матрицу стерилизовали УФ-облучением и обрабаты-
вали полиэтиленимином, служившим опорным суб-
стратом для культивируемых клеток. Исходная плот-
ность культуры на матрице составляла 9000 кл./мм2. 
Жизнеспособность культур поддерживалась в СО2-ин-
кубаторе при температуре 35,5оС и газовой смеси, со-
держащей 5% СО2. 

Моделирование гипоксии. Моделирование гипок-
сии проводили на 33-й день развития культуры in vitro 
путем замены нормоксической культуральной среды 
на среду с низким содержанием кислорода в течение 
10 мин. Вытеснение кислорода из культуральной среды 
осуществляли в герметичной камере, в которой воздух 
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был замещен на инертный газ. При определении кон-
центрации растворенного кислорода методом йодо-
метрического титрования Винклера установлено, что 
при насыщении культуральной среды инертным газом 
содержание кислорода снижалось с 3,26 (нормоксия) 
до 0,37 мл/л (гипоксическая среда).

В опытной группе за 20 мин до гипоксии в культу-
ральную среду добавляли BDNF (1 нг/мл). В конт-
рольную группу вошли культуры, у которых гипоксия 
проводилась без превентивного добавления нейротро-
фического фактора.

Регистрация и анализ биоэлектрической актив-
ности. Спонтанную биоэлектрическую активность ней-
ронов регистрировали с помощью мультиэлектродных 
матриц мультиэлектродной системы mEA60. Матрица 
состояла из 60 планарных круглых электродов, каждый 
диаметром 30 мкм, с межэлектродным расстоянием 
200 мкм. Внеклеточные потенциалы действия (спайки) 
нейронов, характеризующие биоэлектрическую актив-
ность первичной культуры гиппокампа, регистрировали 
в исходном состоянии на 33-й день развития in vitro, а 
также через 10, 120 мин и каждые 24 ч в течение 7 дней 
после воздействия гипоксии. Исследовали основные 
характеристики биоэлектрической активности диссоци-
ированной культуры гиппокампа: количество малых се-
тевых пачек; количество спайков в малой сетевой пач-
ке. Критерием малой сетевой пачки являлось наличие 
спайков минимум на четырех различных электродах 
матрицы с межспайковым интервалом не более 100 мс.

Для количественной обработки и анализа полу-
ченных данных использовали набор программного 
обеспечения мультиэлектродной системы mC Rack 
(multichannel systems, Германия), а также пакет при-
кладных программ matlab. 

Оценка жизнеспособности клеток в диссоциирован-
ной культуре. На 3-й и 7-й день после гипоксического 
воздействия проводили подсчет числа клеточных ядер, 
окрашенных пропидий иодидом (sigma, США), и ядер, 
окрашенных бис-бензимидом (sigma). Число живых 
клеток рассчитывалось как процентное соотно-
шение между бис-бензимид-позитивными клет-
ками и пропидий иодид-позитивными клетками.

Статистический анализ данных. Результаты 
исследования статистически обрабатывали с 
помощью пакета прикладных программ microsoft 
Exel и Biostat с использованием непараметричес-
кого критерия Крускала–Уоллиса. Различия счи-
тались статистически значимыми при p<0,05.

Результаты. Со 2-й минуты гипоксического 
воздействия на диссоциированные культуры 
гиппокампа наблюдали угнетение спонтанной 
биоэлектрической активности нейронов (рис. 1). 
Через 3 мин гипоксии мультиэлектродной мат-
рицей в контрольной серии не было зарегистри-
ровано ни одного электрического события (пач-
ки спайков или отдельных спайков).

Реоксигенация вызывала усиление активнос-
ти нейронов относительно исходного уровня. 
Паттерн спонтанной биоэлектрической актив-
ности изменялся за счет увеличения количест-

а

б

Рис. 1. Спонтанная биоэлектрическая активность диссоции-
рованной культуры гиппокампа (33 DIV) в течение 10 мин ги-
поксии (0,37 мл/л О2 в культуральной среде): а — количество 
малых сетевых пачек в минуту; б — количество спайков в се-
кунду

Рис. 2. Число мертвых (пропидиум иодид-положительных) клеток в 
диссоциированной культуре гиппокампа до гипоксического поврежде-
ния (33 DIV), на 3-и (36 DIV) и 7-е (40 DIV) сутки после 10 мин гипоксии 
(0,37 мл/л О2); * — статистическая значимость различий значений с ис-
ходным уровнем (p<0,05, критерий Крускала–Уоллиса)
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Рис. 3. Количество спайков за 50 мс (сверху) и растровые диаграммы спонтанной биоэлектрической активности диссоцииро-
ванной культуры гиппокампа (снизу): а — активность контрольной культуры до гипоксии (33 DIV) (слева) и через 24 ч после пов-
реждающего воздействия (34 DIV) (справа); б — активность культуры до аппликации BDNF и гипоксии (33 DIV) (слева) и через 
24 часа после аппликации BDNF (1нг/мл) и повреждающего воздействия (34 DIV) (справа)

а б

а

б

Рис. 4. Паттерн спонтанной 
биоэлектрической активности 
диссоциированной культуры 
гиппокампа: а — активность 
контрольной культуры до ги-
поксии (33 DIV) (слева) и через 
24 ч после повреждающего 
воздействия (34 DIV) (справа); 
б — активность культуры до 
аппликации BDNF (33 DIV) 
(слева) и через 24 ч после 
аппликации BDNF (1нг/мл) и 
повреждающего воздействия 
(34 DIV) (справа)
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ва малых сетевых пачек (количество пачек за 
10 мин до гипоксии — 38,20±7,83; после — 
101,70±23,67) и незначительного увеличения 
среднего числа спайков в пачке (до гипок-
сии — 251,8±102,1; после — 432,7±141,3). 
Однако через 2 ч после гипоксии происходило 
необратимое снижение спонтанной биоэлект-
рической активности (число пачек за 10 мин — 
3,00±5,67; среднее число спайков в пачке — 
508,00±232,98).

Через сутки после острого 10-минутного 
эпизода гипоксии наблюдали морфологичес-
кие изменения в диссоциированной культуре 
гиппокампа в виде некротизированных кле-
точных элементов, количество которых уве-
личивалось в течение 7 последующих дней 
(рис. 2). Исследование жизнеспособности 
культуры показало, что основная часть клеток 
гибнет в первые трое суток после воздействия. 
Количество мертвых клеток в культуре за это 
время увеличивается в четыре раза по сравне-
нию с нормоксическими условиями и состав-
ляет 43% от общего числа клеток.

Исследование паттерна спонтанной актив-
ности показало, что гипоксическое воздействие 
не только снижает основные биоэлектрические 
показатели в отдаленном постгипоксическом 
периоде (количество спайков за 50 мс умень-
шается  в среднем  в 2 раза, р<0,05) (рис. 3), 
но и изменяет функциональные характерис-
тики сетевой пачки импульсов, что регистри-
руется в виде изменения паттерна активации 
сетевой пачки (рис. 4). Известно, что паттерн 
активации является параметром, отражающим 
индивидуальную структуру функциональной 
нейронной сети, изменяющейся при воздейст-
вии стрессорных факторов [9].

Эффект низких концентраций BDNF 
(1 нг/мл) проявлялся в частичном сохранении 
сетевой пачечной активности во время гипок-
сии и нормализации показателей спонтанной 
биоэлектрической активности относительно 
исходного уровня в постгипоксическом периоде (рис. 5).

Исследование морфологической структуры и жизне-
способности клеточной культуры в течение 7 сут после 
гипоксии показало снижение некротического поврежде-
ния и количества мертвых клеток в культуре (см. рис. 2) 
при превентивном применении BDNF по сравнению с 
контрольной серией. Через 7 сут после гипоксии коли-
чество мертвых клеток составляло всего 20% от обще-
го числа клеток в культуре, что статистически значимо 
(р<0,05) в 2,35 раза ниже, чем в контрольной серии. 

обсуждение. Проведенные эксперименты выявили, 
что 10-минутная нормобарическая гипоксия вызывает 
необратимые изменения в спонтанной биоэлектричес-
кой активности диссоциированных культур гиппокам-
па: снижение количества сетевых пачек импульсов и 
количества спайков в пачке и полное их исчезновение 
через 2–3 мин гипоксии. Кроме того, в первые трое су-
ток после гипоксии в 4,2 раза возрастает количество 

мертвых клеток в культуре. Применение BDNF (1 нг/мл) 
за 20 мин до гипоксического повреждения предупреж-
дает все обнаруженные негативные эффекты кисло-
родного голодания. В условиях гипоксии наблюдается 
частичное сохранение биоэлектрической активности, 
после реоксигенации количество мертвых клеток ста-
тистически значимо (р<0,05) ниже, чем в культурах без 
добавления нейротрофического фактора. 

Антигипоксическое защитное действие BDNF про-
являлось в поддержании биоэлектрической активнос-
ти в условиях гипоксии, что, вероятно, обусловлено 
сохранением окислительного фосфорилирования как 
основной функции митохондриальной дыхательной 
системы клеток. Однако вопрос о конкретном сигналь-
ном механизме, который запускается нейротрофинами 
при гипоксии и приводит к повышению резистентности 
клеток, остается до конца не ясным. В ряде публика-
ций [3, 10] показано, что поддержание выживаемости 

а

б

Рис. 5. Спонтанная биоэлектрическая активность диссоциированных 
культур гиппокампа на 1-е (34 DIV), 3-и (36 DIV) и 7-е (40 DIV) сутки 
постгипоксического периода: а — количество пачек, регистрируемых 
за 10 мин записи; б — среднее количество спайков в пачке за 10 мин 
регистрации; * — статистическая значимость различий значений с ис-
ходным уровнем (p<0,05, критерий Крускала–Уоллиса)

*

*
*

*
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нейронов посредством BDNF осуществляется через 
активацию внеклеточной сигнал-регулирующей киназы 
(ERK) или пути активации митогенактивированных 
протеинкиназ — mAPK-пути, в то время как другие 
исследователи [11–14] представляют доказательст-
ва того, что в данном процессе участвует PI-3-киназ-
ный сигнальный механизм. Существуют также данные 
о том, что p38 МАРК (один из сигнальных путей) иг-
рает роль в нейропротекции [15, 16]. Одной из из-
вестных молекул-мишеней МАРК и PI-3-киназы яв-
ляется цАМФ-зависимый транскрипционный фактор 
(CREB). Это важный компонент данных сигнальных 
путей, ведущий к изменениям в экспрессии генов. 
Предполагается, что CREB способствует BDNF-опос-
редованному выживанию нейронов в центральной 
нервной системе, активируя антиапоптотическую экс-
прессию генов. Фосфорилирование участка CREB 
ser133 нейротрофинами необходимо для активации 
CREB-активированных транскрипционных факторов 
[17]. В недавнем исследовании in vitro нейронов коры 
головного мозга в условиях циркуляторной гипоксии 
(гипоксии/ишемии) [18] показано, что экзогенное при-
менение BDNF способствует повышению количества 
выживших кортикальных нейронов после поврежда-
ющего воздействия через активацию и mAPK, и PI-3-
киназного сигнальных путей, приводящих к активации 
фосфорилирования СREB. В большей части данный 
процесс связан с внеклеточной сигнал-регулирующей 
киназой ERK. 

В 2012 г. учеными из Великобритании в эксперимен-
тах in vitro исследовано действие BDNF на метаболизм 
кислорода в митохондриях мозга мышей [19]. В случае 
инкубации с синаптосомами эффект BDNF выражался 
в концентрационно-зависимом повышении респира-
торного контрольного индекса (Respiratory control in-
dex, RCI) — показателя эффективности дыхательной 
цепи, синтеза АТФ и целостности органелл. При этом 
в экспериментах на выделенных митохондриях BDNF 
не демонстрировал подобного эффекта и усиливал 
окисление только в случае использования субстра-
тов митохондриального ферментативного комплекса 
I. Митохондриальный эффект BDNF контролировался 
mAPK сигнальным путем, а ингибитор митохондриаль-
ного ферментативного комплекса I ротенон способен in 
vitro и in vivo ингибировать как митохондриальный, так 
и нейропротективный эффект BDNF. 

Заключение. Превентивное добавление BDNF сни-
жает негативные последствия нормобарической гипок-
сии, что позволяет рассматривать этот нейротрофи-
ческий фактор как вещество, обладающее не только 
нейропротективными, но и антигипоксическими свойст-
вами.

Работа поддержана программой Российской академии 
наук «Молекулярная и клеточная биология».
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