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Изучено влияние кратковременной глюкозной депривации на функционирование нейронной сети первичной культуры гиппокампа, 
развивающейся в течение 32 дней на мультиэлектродной матрице MED64 (ф. Alpha MED Sciences, Япония), в раннем и отдаленном 
периодах после депривации. Показано, что кратковременная глюкозная депривация (20 мин) повышает биоэлектрическую активность 
нейронной сети первичной культуры гиппокампа, запуская при этом каскад метаболических реакций, приводящих в дальнейшем к 
гибели части функционально активных нейронов. В отдаленном периоде происходит упрощение функциональной структуры нейрон-
ной сети при сохранении узловых управляющих единиц. Кратковременная глюкозная депривация создает эффект метаболического 
прекондиционирования, который в отдаленном периоде препятствует необратимым морфофункциональным повреждениям нейронной 
сети во время более длительной глюкозной депривации.
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Изучение механизмов нейропротекции к поврежда-
ющим факторам ишемии/реперфузии является важ-
ной проблемой не только современной неврологии, но 
и нейробиологии в целом. Среди различных методов 
нейропротекции выделяют фармакологические методы 
и прекондиционирование.

Прекондиционирование является эффективным спо-
собом повышения резистентности клеток к ишемичес-
кому/реперфузионному повреждению. Данный фено-
мен был описан впервые в 1986 г. А. Schurr с соавт. дляSchurr с соавт. для с соавт. для 
ткани мозга [1], С.Е. murry с соавт. — для ткани серд-murry с соавт. — для ткани серд- с соавт. — для ткани серд-
ца [2]. Для прекондиционирования, эффект которого 
сохранялся в течение 2—3 дней, использовался крат-
ковременный период аноксии. Механизм прекондицио-
нирования остается неясным до сих пор, хотя литера-
турные данные свидетельствуют о вовлечении в него 
мембраносвязанных рецепторов, внутриклеточных ки-
наз, ионных каналов, в частности митохондриального 
КАТР-канала, стресс-белков, свободных радикалов кис-
лорода и различных форм NO-синтетазы [3—5].NO-синтетазы [3—5].-синтетазы [3—5]. 

Последние исследования показали, что не только 
ишемическое, но и химическое/метаболическое пре-
кондиционирование может являться защитным факто-
ром и повышать толерантность тканей к повреждениям 
при ишемии/реперфузии [6, 7]. Так, кратковременная 
глюкозная депривация (ГД) — 3, 6 и 9 ч — может вы-
ступать в качестве прекондиционирования и защи-
щать клетки коры головного мозга от повреждающих 
факторов, действующих во время длительной ишемии 
головного мозга, таких как гипоксия, перекисное окис-
ление липидов, дефицит энергетических субстратов 
[8]. В числе возможных протекторных механизмов сле-
дует отметить сохранение уровня митохондриально-
го мембранного потенциала, уменьшение продукции 
свободных радикалов при одновременном повышении 
содержания глютатиона, снижение концентрации внут-
риклеточного кальция. В результате метаболического 
прекондиционирования выживаемость нейронов коры 
в течение суток при воздействии в последующем кис-
лородно-глюкозной депривации, глутаматной токсич-
ности или оксидативного стресса увеличивается по 
сравнению с контролем (33%) почти в три раза (81%). 

Несмотря на известные положительные результаты 
метаболического прекондиционирования в короткие 
сроки наблюдения (до трех дней), последствия ГД в от-
даленном периоде не выяснены. 

Цель исследования — изучение влияния кратко-
временной глюкозной депривации на функционирова-
ние нейронной сети первичной культуры гиппокампа в 
раннем и отдаленном периодах после воздействия.

Материалы и методы. Использованы первичные 
культуры клеток гиппокампа, полученные от 18-днев-
ных эмбрионов белых беспородных мышей линии 
СВА. Основные правила содержания и ухода за экс-
периментальными животными соответствовали нор-
мативам, данным в Приказе Минздрава России №267 
от 19.06.2003 «Об утверждении правил лабораторной 
практики в Российской Федерации» и были согласо-
ваны с Этическим комитетом при НижГМА. Диссоци-
ирование клеток достигалось путем обработки ткани 
гиппокампа 0,25% трипсином. Клетки ресуспендирова-
ли в нейробазальной среде NeurobasalNeurobasalТМ (ф. Invitrogen,Invitrogen,, 
США) в комплексе с биоактивной добавкой В27 (ф. In-In-
vitrogen, США), глутамином (ф. Invitrogen, США), эмб-, США), глутамином (ф. Invitrogen, США), эмб-Invitrogen, США), эмб-, США), эмб-
риональной телячьей сывороткой (ф. ПанЭко, Москва) 
и культивировали, согласно разработанному протоко-
лу [9], на мультиэлектродной матрице системы mED64 
(ф. Alpha mED Sciences, Япония) в течение 32 дней in 
vitro (DIV). Предварительно матрицу стерилизовалиDIV). Предварительно матрицу стерилизовали). Предварительно матрицу стерилизовали 
УФ-облучением и обрабатывали полиэтиленимином, 
служившим опорным субстратом для культивируемых 
клеток. Исходная плотность культуры на матрице со-
ставляла 2000 кл./мм2. Жизнеспособность культур 
поддерживалась в СО2-инкубаторе при температуре 
35,5оС, в газовой смеси, содержащей 95% воздуха и 
5% СО2. Для количественной обработки и анализа по-
лученных данных использовался набор программного 
обеспечения ConductorConductorТМ (ф. Alpha mED Sciences, Япо-
ния), а также пакет прикладных программ matlab. 

Метаболические показатели (содержание глюкозы, 
лактата, общего белка) определялись в культуральной 
среде с помощью диагностических наборов Vital Diag-Vital Diag- Diag-Diag-
nostic, содержание окислительно-модифицированных, содержание окислительно-модифицированных 
белков исследовалось по методу Е.Е. Дубининой [10]. 
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There has been studied the effect of a short-term glucose deprivation on neuron net functioning of hippocampus primary culture develop-
ing within 32 days on a multi-electrode matrix MED64 (Alpha MED Sciences company, Japan) in an early and remote periods after deprivation. 
A short-term glucose deprivation (20 min) has been shown to result in the increase of electrobiological activity of neuron net of hippocampus 
primary culture, with the cascade of metabolic reactions being activated leading to the death of functional neuron thereafter. In a remote period 
the simplification of a functional structure of neuron net occurs, with node control units being preserved. A short-term glucose deprivation cre-
ates an effect of metabolic preconditioning that in a remote period prevents a neuron net from permanent morphofunctional damages during the 
longer glucose deprivation. 

Key words: hippocampus, dissociated culture, glucose deprivation, preconditioning, multi-electrode matrix.
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Кратковременную ГД (20 мин) проводили на 12-й 
день культивирования путем полной замены культу-
ральной среды на раствор Рингера без глюкозы. Для 
поддержания осмолярности раствора использовали 
сахарозу. После окончания ГД раствор Рингера заме-
щали на культуральную питательную среду с глюкозой. 
Контролем служили культуры, в которых среду заменя-
ли на раствор Рингера, содержащий глюкозу.

Параметры, характеризующие ответную реакцию 
первичной культуры гиппокампа на ГД, регистрировали 
через 30 и 60 мин, на 1-е и 6-е сутки после ГД. На 6-е 
сутки проводили повторную, более длительную (в те-
чение 120 мин) ГД с дальнейшим восстановлением ис-
ходного состава культуральной среды и регистрацией 
функциональной активности в течение последующих 
16 сут.

Результаты исследования статистически обрабаты-
вали с помощью пакета прикладных программ micro-micro-
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рис. 1. Растровые диаграммы спонтанной активности нейронной сети первичной культуры гиппокампа (ниж-
ние графики) и количество спайков за 50 мс (верхние графики), 12 DIV: а — до ГД; б — через 20 мин ГД; 

soft Exel и Biostat. Различия считались статистически Exel и Biostat. Различия считались статистическиExel и Biostat. Различия считались статистически и Biostat. Различия считались статистическиBiostat. Различия считались статистически. Различия считались статистически 
значимыми при p�0,05.p�0,05.�0,05.

результаты и обсуждение. Установлено, что крат-
ковременная ГД вызывает усиление биоэлектрической 
активности нейронов (рис. 1). Паттерн спонтанной ак-
тивности, регистрируемый мультиэлектродной матри-
цей, изменялся за счет увеличения количества сетевых 
пачек в минуту и сокращения их длительности. Коли-
чество спайков в пачке оставалось неизменным. Пос-
ле ГД в сети сохранялся высокий уровень активности, 
обусловленный главным образом повышением коли-
чества спайков в пачке. Через 3 сут высокий уровень 
активности также сохранялся, количество сетевых, бо-
лее продолжительных пачек было больше, чем в конт-
роле, хотя число спайков в пачке не отличалось от ис-
ходного (рис. 2). 

Таким образом, 20-минутное снижение доставки 
глюкозы как энергетического субстрата оказывало 
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возбуждающее действие на нейронную сеть, изменяя 
паттерн ее активности. 

Современные представления о работе клеток го-
ловного мозга основываются на том, что недостаток 
глюкозы приводит к нарушению процессов передачи 
и получения сигналов сразу после истощения запасов 
внутриклеточного АТФ. Считается, что запасов гликоге-
на как внутреннего источника глюкозы, которые состав-
ляют примерно 1% от общего пула гликогена, хватает 
лишь на 5—7 мин активной работы мозга. Однако нами 
не зафиксировано снижения биоэлектрической актив-
ности на протяжении 20 мин полной ГД. Повышенная 
активность и изменение паттерна сетевой пачки обус-
ловлены, вероятно, усиленным высвобождением воз-
буждающего нейротрансмиттера глутамата из пресина-
птических терминалей пирамидных нейронов в составе 
сети первичной культуры гиппокампа. Усиление высво-
бождения глутамата может происходить вследствие 
стимуляции экзоцитоза повышенной концентрацией 
внутриклеточного кальция [CаCаа2+]i в пресинаптических 
терминалях в результате выброса из внутриклеточных 
депо, в частности из митохондрий. Известно, что ГД 
приводит к падению мембранного потенциала митохон-
дрий за счет ингибирования КАТФ-каналов и, как след-
ствие, к снижению аккумулирующей способности ми-
тохондрий и усилению выброса Са2+ в цитоплазму [11]. 
Сохранение повышенной биоэлектрической активности 

в течение 3 сут после ГД свидетельствовало, вероятно, 
о продолжающейся гиперактивации глутаматных рецеп-
торов. Известно, что данный механизм может являться 
критическим фактором развития эксайтотоксичности, 
опосредуемой повышением уровня внутриклеточного 
кальция и запуском каскада патологических реакций, 
приводящих к гибели нейронов [12]. 

О запуске этого каскада свидетельствовали измене-
ния уровней лактата и окислительно-модифицирован-
ных белков (см. таблицу) в культуральной среде. Так, в 
1-е сутки после ГД выделение лактата в среду снижа-
лось по сравнению с контролем в 2 раза на фоне не-
значительного повышения потребления глюкозы клет-
ками, что могло быть обусловлено продолжающимся 
субстратным дефицитом и нарушением сбалансиро-
ванного пути обмена субстратами между астроцитами 
и нейронами [13].

При исследовании окислительной модификации бел-
ков обнаружено достоверное увеличение количества 
2,4-динитрофинилгидрозонов, регистрируемых на дли-
нах волн 363 и 370 нм, что говорит об активации процес-
сов свободно-радикального окисления белков вследст-
вие окислительного стресса, развивающегося после 
20-минутной ГД. Обнаружена обратная корреляционная 
зависимость между количеством продуктов окисли-
тельной модификации белков и концентрацией лакта-
та в среде культивирования (r��0,589). Таким образом,r��0,589). Таким образом,��0,589). Таким образом, 
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рис. 2. Динамика изменения спонтанной электрической активности первичной культуры гиппокампа при воздействии кратко-
временной ГД (20 мин): а — количество сетевых пачек импульсов в минуту; б — количество внеклеточных потенциалов (спайков) 
в сетевой пачке; в — продолжительность пачек; г — длительность межпачечного интервала. Здесь «После ГД» — через 30 мин 
после окончания ГД, «72 ч» — через 72 ч после окончания ГД. * — статистическая значимость различий с контролем, р�0,05
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процесс восстановления метаболической активности 
клеток после ГД обратно пропорционален количеству 
белков, подверженных окислительной деструкции.

Активация свободно-радикального окисления в ус-
ловиях достаточного поступления кислорода может 
быть следствием как нарушения процессов дыхания в 
митохондриях, так и чрезмерного накопления свобод-
ного кальция в цитоплазме нейронов и глии [14]. Про-
цесс субстратного голодания в условиях адекватного 
кислородного снабжения связан, как правило, с нару-
шением окислительного фосфорилирования и исто-
щением запасов НАДН+ и НАДФН+, которые являются 
необходимыми коферментами для работы ферментных 
(в том числе антиоксидантных) систем.

Концентрация глюкозы, лактата и содержание продуктов окислительной модификации 
белков через сутки после 20-минутной ГД

Серии

Продукты окислительной  
модификации белков, усл. ед.

Концентрация 
лактата,
ммоль/л

Концентрация
глюкозы,
ммоль/лλ=363 нм λ=370 нм

Контроль 92,58±28,15 152,74±38,434±38,43±38,43 12,50±1,36 19,50±1,01

ГД 290,38±45,32* 299,96±52,28* 5,46±0,34* 16,50±1,34*

* — различия с контролем статистически значимы, р<0,05.

Через 6 сут основные биоэлектрические показатели 
активности нейронной сети оставались в пределах ис-
ходных значений, за исключением длительности сете-
вых пачек. Более длительные пачки можно объяснить 
усложнением паттерна активности в связи с показан-
ной ранее продолжающейся дифференцировкой ней-
ронов и синаптических межнейронных связей в сети в 
процессе культивирования [9]. 

Повторная, более длительная (120 мин) ГД через 
6 сут выявила практически те же закономерности из-
менения пачечной активности, что и 20-минутная ГД 
(рис. 3).

Количество сетевых пачек в минуту повышалось 
последовательно до 80-й минуты ГД в 6 раз при укоро-
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рис. 3. Динамика изменения спонтанной активности первичной культуры гиппокампа в условиях долговременной ГД (120 мин): 
а — среднее количество пачек импульсов в минуту; б — среднее количество спайков в пачке; в — средняя продолжительность 
пачек; г — длительность межпачечного интервала. «После ГД» — через 30 мин после окончания ГД. * — статистическая значи-
мость различий с исходным уровнем, р�0,05
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чении длительности пачек. Однако количество импуль-
сов в пачке снижалось, тогда как изменения данного 
показателя при первом эпизоде кратковременной ГД 
отсутствовали. 

К 120-й минуте ГД количество пачек, их длитель-
ность и число спайков в пачке возвращались к исход-
ным значениям. Замена раствора на питательную сре-
ду, так же, как и при кратковременной ГД, вызывала 
повышение числа спайков в сетевой пачке.

Таким образом, более длительная повторная ГД 
обеспечивала усиление биоэлектрической активнос-
ти нейронной сети со сходной динамикой параметров 
сетевой активности во время первого кратковремен-
ного воздействия ГД, что свидетельствовало, вероят-
но, о сохранении основных структурно-функциональ-
ных единиц сети нейронов после эпизодов дефицита 
глюкозы. 

Для доказательства данного предположения были 
изучены корреляционные связи между импульсами в 
сетевой пачке, отражающие функциональные взаи-
мосвязи между нейронами в сети, с использованием 
нового метода анализа многоканальных импульсных 
последовательностей, генерируемых нейросетями с ап-
риорно неизвестной топологией связей. Метод основан 
на построении направленного корреляционного гра-
фа, описывающего повторяющиеся пространственно-
временны′ е импульсные последовательности (рис. 4). 
Вершинами графа являются элементы сети (нейроны), 
задействованные в генерации наблюдаемого паттерна 
активности. Ребра графа отображают активные меж-
элементные связи с определенной временной задерж-
кой, априорно неизвестной и детектируемой по пикам 
локальной кросс-корреляционной функции. Наличие 
статистически достоверных связей определяется по 

а
б

в г

рис. 4. Графическое отображение корреляционной взаимосвязи нейронов в сети гиппокампа: а — контроль; б — после крат-
ковременной ГД; в — через 72 ч после кратковременной ГД; г — после долговременной ГД
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возможности существования для каждого из событий 
сигнала-источника на определенной задержке. Поро-
говое значение этой возможности рассчитывается как 
вероятность случайных совпадений из анализа сурро-
гатных данных. Корреляционные графы позволяют оп-
ределить характерные особенности функциональной 
архитектуры исследуемых сетей, включая: 1) ключевые 
элементы, «распределители» (англ. hubs) активности; 
2) замкнутые циклы передачи возбуждения в сети и 3) 
характерные временны′ е  масштабы пространственно-
временны′ х паттернов активности.

Изучение внутренней структуры пачки спайков в об-
щем паттерне активности нейронной сети с помощью 
метода корреляционных графов выявило значительное 
упрощение структуры взаимосвязей между клетками 
при сохранении основных центральных нейронов-рас-
пределителей, которые поддерживали общесетевую 
функциональную морфологию сети. 

Вероятно, наиболее слабые звенья нейронной сети 
при недостатке доступных субстратов окисления в ус-
ловиях ГД элиминировали, в то время как наиболее ус-
тойчивые к стрессу нейроны продолжали активно функ-
ционировать и поддерживать структуру сети за счет 
пластических перестроек.

Морфологическое исследование культур клеток гип-
покампа показало, что на 3—6-е сутки после и кратко-
временной, и долговременной ГД количество погибших 
нейронов возрастает. В контроле число таких клеток 
составило 0,7% от их общего числа, в то время как в 
культурах, подвергнутых кратковременной ГД, — 4%. 
Увеличение количества погибших клеток после долго-
временной ГД, по сравнению с кратковременной, ста-
тистически не значимо (р>0,05) и составляет в среднем 
6% от общего числа клеток.

Заключение. Кратковременная глюкозная де-
привация повышает биоэлектрическую активность 
нейронной сети первичной культуры гиппокампа, 
запуская при этом каскад метаболических реакций, 
приводящих в дальнейшем к гибели части функцио-
нально активных нейронов. Патологические реакции 
в нейронной сети развиваются на протяжении 6 сут 
после глюкозной депривации и приводят к упроще-
нию ее функциональной структуры при сохранении 
узловых управляющих единиц.

Методами корреляционного анализа показано, что 
глюкозная депривация вызывает снижение количества 
функциональных взаимосвязей между нейронами, что 
может быть причиной нарушения когнитивных функ-
ций мозга in vivo vivovivo при изменении метаболизма глюко-
зы в условиях ее недостаточной доставки к клеткам. 
Кратковременная глюкозная депривация нейронной 
сети создает эффект метаболического прекондициони-
рования, которое в отдаленном периоде препятствует 
необратимым морфофункциональным повреждениям 
нейронов во время более длительной глюкозной депри-
вации. 

Работа поддержана грантами РФФИ (09-04-12254, 
09-04-12304-офи-м, 09-04-97090-офи-м, 08-04-12213-

офи) и аналитической ведомственной целевой програм-
мой Министерства образования и науки РФ 2.1.1/6223.
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