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цель исследования — оценить нейротропное действие нейротрофического фактора головного мозга (BDNF) на спонтанную био-
электрическую активность нейронных сетей гиппокампа в зависимости от стадии их развития in vitro.

материалы и методы. Материалом для исследований служили культуры диссоциированных клеток гиппокампа, полученные от 
эмбрионов мыши линии C57BL/6 18-го дня гестации. Культивирование первичных культур выполняли на мультиэлектродных матрицах 
MED64 (Alpha Med Science, Япония). Аппликацию нейротрофического фактора в концентрации 0,1; 1; 10 нг/мл в среду культивирования 
осуществляли на 7, 14 и 21-й дни развития культур in vitro. Регистрация базового уровня спонтанной биоэлектрической активности 
диссоциированных культур проводилась в течение 10 мин до аппликации вещества. После добавления нейротрофина регистрация 
активности осуществлялась непрерывно в течение 35 мин. Повторная 10-минутная регистрация выполнялась через 2 и 24 ч после до-
бавления нейротрофина.

результаты. Показано, что нейротрофический фактор BDNF модулирует спонтанную биоэлектрическую активность культур диссо-
циированных клеток гиппокампа начиная с 14-го дня развития in vitro. Эффект проявляется в увеличении длительности сетевой пачки 
и реструктуризации паттерна спонтанной сетевой активности при отсутствии изменений в количестве спайков в пачке. Нейротропный 
эффект BDNF наблюдается через 10–15 мин после аппликации с продолжительностью действия не менее 2 ч.

заключение. Применение нейротрофического фактора BDNF в концентрации 0,1; 1 и 10 нг/мл оказывает транзиторный нейротроп-
ный эффект на спонтанную биоэлектрическую активность зрелых нейронных сетей культур диссоциированных клеток гиппокампа 
начиная с 14-го дня развития in vitro. Изучение механизмов участия BDNF в синаптической передаче позволит прояснить роль ней-
ротрофина в таких высших функциях ЦНС, как научение и память.

ключевые слова: нейротрофический фактор головного мозга; BDNF; диссоциированная культура гиппокампа; мультиэлектродная 
матрица.
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The aim of the investigation was to evaluate the neurotropic effect of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) on the spontaneous 
bioelectrical activity of hippocampal neural networks according to the stage of their development in vitro.

Materials and Methods. The studies were performed using hippocampal cells dissociated from C57BL/6 mice embryos (Е18) and 
cultured on multielectrode arrays consisting of 64 electrodes (MED64, Alpha Med Science, Japan). BDNF was applied to the culture medium in 
concentrations 0.1, 1.0, and 10 ng/ml on days 7, 14 and 21 of the culture development in vitro.

Spontaneous bioelectrical activity of dissociated hippocampal cultures was recorded within 10 min before the BDNF application. After the 
neurotrophin addition, the activity was recorded continuously for 35 min. The 10-minute recordings was repeated at 2 and 24 h after the BDNF 
application.

Results. The experiments revealed that BDNF modulates the spontaneous bioelectrical activity of dissociated hippocampal cultures, starting 
from day 14 of culture development in vitro. The effect is manifested as increased network burst duration and in the restructuring of the pattern 
of spontaneous network activity without any changes in the number of spikes in a burst. BDNF neurotropic action was observed between 10 and 
15 min after application with a validity period not less than 2 h.

Conclusion. BDNF (0.1; 1.0; 10 ng/ml) application has a transient neurotropic effect on the spontaneous bioelectrical activity of mature neural 
networks starting from day 14 of dissociated hippocampal cultures development in vitro. Investigation the mechanisms of BDNF participation in 
synaptic transmission clarifies the role this neurotrophin in such functions of the central nervous system, as learning and memory processes.

Key words: brain-derived neurotrophic factor; BDNF; dissociated hippocampal cultures; multielectrode arrays.

Изучение механизмов регуляции биологических 
процессов, наблюдаемых в центральной нервной сис-
теме (ЦНС), является одной из значимых задач совре-
менной биологии и медицины. Нейротрофины — одни 
из важнейших регуляторных белков, обеспечивающих 
основные процессы жизнедеятельности человека и жи-
вотных [1]. Нейротрофический фактор головного мозга 
(BDNF) является ключевым представителем данного 
семейства белков, функции которого непосредственно 
связаны с работой ЦНС. Основную роль данный ней-
ротрофин играет на стадии пренатального развития, 
принимая участие в процессах нейрогенеза, обеспе-
чивая активную дифференцировку и пролиферацию 
нейронов различного фенотипа и локализации. Однако 
особый интерес представляет действие BDNF на 
функционирование ЦНС в постнатальный период [2]. 
Недавними исследованиями [3] показана возможность 
модулирования нейротрофическим фактором синап-
тической передачи в гиппокампе и некоторых отделах 
коры головного мозга. В результате взаимодействия 
BDNF с высокоаффинным тирозинкиназным рецепто-
ром В (TrkB) происходит запуск нескольких сигнальных 
механизмов, обеспечивающих действие нейротрофи-
ческого фактора на пресинаптическую и постсинап-
тическую передачу сигнала в клетке. BDNF способен 
активировать потенциалзависимые натриевые, калие-
вые каналы, повышать уровень экспрессии GABAА-
рецепторов, а также фосфорилирования NR1- и NR2B-
субъединиц NMDA-рецепторов, тем самым влияя на 

эффективность синаптической передачи. Кроме того, 
BDNF принимает участие в формировании синапти-
ческой пластичности и в процессах обучения и памяти 
[4, 5]. Однако в связи с недостаточностью знаний о роли 
и механизмах действия BDNF на функционирование 
нейронов на сетевом уровне в процессе их развития, 
а также об участии нейротрофина в гомеостатической 
пластичности очевидна необходимость дальнейшего 
исследования.

Цель исследования — оценить нейротропное дейст-
вие нейротрофического фактора головного мозга на 
спонтанную биоэлектрическую активность нейронных 
сетей гиппокампа в зависимости от стадии их развития 
in vitro.

Материалы и методы
Культивирование диссоциированных клеток гиппо-

кампа. Материалом для исследований служили куль-
туры диссоциированных клеток гиппокампа, получен-
ных от 18-дневных эмбрионов мышей линии C57BL/6. 
Основные правила содержания и ухода за эксперимен-
тальными животными соответствовали нормативам, 
данным в приказе Минздрава России №267 от 19.06.03 
«Об утверждении правил лабораторной практики в 
Российской Федерации».

С целью регистрации основных электрофизиологи-
ческих показателей активности нейронных сетей куль-
тивирование клеток проводилось на мультиэлектрод-
ных матрицах MED64 (Alfa Med Science, Япония).

Ферментативную диссоциацию клеток эмбриональ-

Т.А. Мищенко, М.В. Ведунова, Е.В. Митрошина, А.С. Пимашкин, И.В. Мухина



СТМ ∫ 2015 — том 7, №3  49

 Биомедицинские исследования   

ного гиппокампа выполняли при помощи обработки 
гиппокампа 0,25% раствором трипсина (Gibco, США). 
Культивирование первичных культур осуществляли в 
нейробазальной среде NeurobasalTM (Invitrogen, США) 
в комплексе с биоактивной добавкой В27 (Invitrogen, 
США), L-глутамином (Invitrogen, США), эмбриональной 
телячьей сывороткой («ПанЭко», Россия) согласно ра-
нее разработанному протоколу [6] в течение 30 дней in 
vitro на мультиэлектродной матрице. Перед посадкой 
клеток мультиэлектродные матрицы обрабатывали по-
ложительно заряженным гидрофильным веществом — 
полиэтиленимином (Sigma, Германия) для повышения 
адгезии клеток на их поверхность. Исходная плот-
ность культуры на матрице составляла 9000 кл./мм2. 
Жизнеспособность культур поддерживалась в усло-
виях СО2-инкубатора (MCO-18AIC, Sanyo, Япония) при 
температуре 35,5оС и газовой смеси, содержащей 5% 
СО2 [7].

Схема эксперимента. BDNF апплицировали на 7-, 
14- и 21-й день развития культур in vitro. В 1-й группе 
культур BDNF добавляли в культуральную среду в 
концентрации 0,1 нг/мл, во 2-й группе — 1 нг/мл, в 3-й 
группе — 10 нг/мл. В качестве контроля использовали 
соответствующие концентрации раствора альбумина в 
фосфатно-солевом буфере PBS (phosphate buffered sa-
line). 

Регистрация базового уровня спонтанной биоэлек-
трической активности диссоциированных культур про-
водилась в течение 10 мин до аппликации вещества. 
После добавления нейротрофина регистрация актив-
ности осуществлялась непрерывно в течение 35 мин. 
Повторная 10-минутная регистрация проводилась че-
рез 2 и 24 ч после добавления нейротрофина (рис. 1).

Для получения данных и их первичного анали-
за использовали набор программного обеспечения 
ConductorTM (Alpha Med Science, Япония). Анализ се-
тевой активности нейронов проводили с помощью 
разработанного в программной среде MATLAB ориги-
нального пакета алгоритмов MEAMAN (свидетельство 
о государственной регистрации программы для ЭВМ 
№2012611190).

Детектирование спайков (внеклеточных потенциалов 
действия) осуществляли по следующему алгоритму: 
выбиралась граница, равная 8σ, где σ — среднеквад-
ратичное число. При условии превышения амплитудой 
спонтанной активности данного порога событие счита-
лось спайком, без превышения активности распозна-
валось как шум и не учитывалась при анализе данных. 
Исследовались основные характеристики спонтанной 

биоэлектрической активности нейронной сети: ко-
личество малых сетевых пачек в записи; количество 
спайков в пачке; длительность малой пачки импульсов 
в секундах. Критерием малой сетевой пачки являлось 
наличие спайков минимум на четырех различных элек-
тродах матрицы с межспайковым интервалом не более 
100 мс [8].

Анализ паттерна активации нейронной сети. 
Дополнительно для характеристики функциональной 
структуры сетевой активности был выполнен анализ 
последовательности спайков внутри вызванной пачки, 
обусловленных сложной сетевой динамикой, которая 
способна варьироваться в разных пачках. Для анализа 
функциональных характеристик всех регистрируемых 
клеток был проведен следующий анализ паттернов ак-
тивации. Для каждой пачки был определен 64-мерный 
паттерн активации — времена первого спайка на каж-
дом электроде после временнόй точки, равной време-
ни начала пачки.

Статистический анализ данных. Полученные резуль-
таты подвергались статистической обработке с помо-
щью пакета прикладных программ SigmaPlot 11.0 с 
использованием непараметрического критерия Манна–
Уитни. Данные представлены в форме «среднее значе-
ние ± стандартная ошибка среднего». Различия счита-
лись статистически значимыми при p<0,05.

Результаты. Исследование влияния нейротрофи-
ческого фактора BDNF на функциональную биоэлек-
трическую активность первичных клеток гиппокам-
па проведено на 7-, 14- и 21-й дни культивирования. 
Согласно ранее полученным данным [9–12], эти сроки 
развития являются ключевыми этапами формирова-
ния нейронных сетей диссоциированных культур in 
vitro. Добавление различных концентраций альбумина 
в PBS не вызвало статистически значимых изменений 
в спонтанной биоэлектрической активности на всех 
сроках развития культур диссоциированных клеток 
гиппокампа, что дало основание усреднить значения 
контрольных групп для каждого этапа проведения ис-
следования.

Установлено, что в ответ на аппликацию BDNF (0,1 
и 1 нг/мл) на 7-й день развития культур in vitro спон-
танная биоэлектрическая активность статистически 
значимо не изменялась ни по одному из исследуемых 
параметров (количество малых сетевых пачек, коли-
чество спайков в пачке, длительность малой сетевой 
пачки). Однако следует отметить, что после добавле-
ния в среду культивирования BDNF отмечалось увели-
чение синхронизации работы нейронов, формирующих 

0,1 нг/мл; 1 нг/мл;  
10 нг/мл

2 ч 24 ч

— регистрация 10 мин;             — регистрация 35 мин

Рис. 1. Схема регистрации спонтанной 
биоэлектрической активности культур 
диссоциированных клеток гиппокампа на 
разных стадиях развития in vitro

7-й день
14-й день
21-й день
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сетевую пачку импульсов (рис. 2, б, в). Данный эффект 
наблюдался в течение суток (рис. 2, г).

При исследовании влияния BDNF на 14-й день 

развития культур in vitro обнаружены изменения 
спонтанной биоэлектрической активности диссоции-
рованных культур. Наиболее значимые события были 

а б

в г

Рис. 2. Пример записи спонтанной биоэлектрической активности на 7-й день развития культуры in vitro, регистрируемой 
с 4 (1–4) электродов мультиэлектродной матрицы MED64 (Alfa MED Science, Япония): а — до добавления BDNF, 1 нг/мл; 
б — через 20 мин после добавления BDNF, 1 нг/мл; в — через 2 ч после добавления BDNF, 1 нг/мл; г — через 24 ч после 
добавления BDNF, 1 нг/мл
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выявлены при анализе длительности малой сетевой 
пачки импульсов. Так, во временнόм промежутке 15–
20 мин после добавления в среду культивирования 
BDNF в концентрации 0,1 нг/мл длительность малой 
сетевой пачки статистически значимо (p<0,05) увели-
чивалась по сравнению с исходным уровнем в среднем 
на 70% (от 0,65±0,16 до 1,11±0,19 с). Кроме того, также 

(p<0,05) возрастала длительность малой сетевой пачки 
относительно активности контрольных культур. Однако 
нейротропный эффект носил транзиторный характер 
(не менее 20 мин), и через 2 ч после аппликации BDNF 
спонтанная биоэлектрическая активность возвраща-
лась к исходным значениям и не отличалась от актив-
ности контрольных культур (рис. 3, а).

а

б в

г д

Рис. 3. Влияние нейротрофического фактора BDNF на длительность малой cетевой пачки импульсов на 14-й день развития 
in vitro (а); * — статистическая значимость различий значений с исходным уровнем; + — с контрольной группой, p<0,05 (кри-
терий Манна–Уитни); б–д — паттерны спонтанной биоэлектрической активности диссоциированных культур гиппокампа, 
слева — активность культур до аппликации, справа — через 24 ч после аппликации: б — контрольная культура; в — BDNF, 
0,1 нг/мл; г — BDNF, 1 нг/мл; д — BDNF, 10 нг/мл. Цветовая диаграмма — время появления спайков в сетевой малой пачке, 
регистрируемых с электродов, мс
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Схожая динамика изменений спонтанной биоэлек-
трической активности наблюдалась в группе культур 
с добавлением BDNF в концентрации 1 нг/мл. Однако 
эффект действия нейротрофина в этом случае был бо-
лее выражен по сравнению с культурами, получавши-
ми BDNF в концентрации 0,1 нг/мл. Через 10–15 мин 
длительность малой сетевой пачки была статистически 
значимо больше (p<0,05) как относительно исходной ак-
тивности, так и активности культур с аппликацией BDNF 
в концентрации 0,1 нг/мл. На 20-й минуте регистрации 
длительность пачки в среднем (p<0,05) превысила ис-
ходные значения на 83% (с 0,698±0,09 до 1,286±0,21 с), 
но уже не отличалась от значений, полученных в группе 
с меньшей концентрацией BDNF. Через 2 и 24 ч после 
добавления нейротрофина спонтанная биоэлектричес-
кая активность группы культур с BDNF в концентрации 
1 нг/мл не отличалась от исходных значений.

При оценке длительности малой сетевой пачки в 
группе с добавлением в среду культивирования BDNF 
в концентрации 10 нг/мл (рис. 2, а) обнаружено, что 
к 10–15-й минуте наблюдения статистически значи-
мо (p<0,05) увеличивается длительность малой сете-
вой пачки как относительно исходных значений, так 
и значений группы с BDNF в концентрации 0,1 нг/мл. 
Достоверных различий с группой BDNF в концентрации 
1 нг/мл не зафиксировано.

Таким образом, нами обнаружен нейротропный эф-
фект концентраций BDNF 1 и 10 нг/мл и не выявлен 
выраженный эффект BDNF в концентрации 0,1 нг/мл. 
Нейротропный эффект BDNF длился кратковремен-
но, и через 2 ч после добавления нейротрофического 
фактора активность нейронных сетей возвращалась к 

исходному уровню, статистически значимых различий 
относительно исходных значений не обнаружено.

Кроме того, аппликация различных концентраций 
нейротрофического фактора приводила к разным из-
менениям функциональных характеристик сетевой 
пачки импульсов, отражающих индивидуальную струк-
туру нейронной сети диссоциированных культур клеток 
гиппокампа (рис. 3, б–д). Нейротропный эффект BDNF 
может быть связан с повышением эффективности си-
наптической передачи, что, в свою очередь, приводит 
к увеличению количества нейронов с временем акти-
вации не более 50 мс. Подобная синхронизация нейро-
нов в сети наблюдалась через 24 ч после аппликации. 
Следует отметить, что степень синхронизации спайков 
зависела от концентрации добавляемого нейротрофи-
ческого фактора. Наибольший эффект отмечен в слу-
чае применения BDNF с концентрацией 10 нг/мл, на 
большинстве электродов время появления спайков в 
сетевой пачке составляло не более 15 мс.

Исследования, проведенные на 21-й день развития 
культур in vitro, показали, что аппликация BDNF в кон-
центрации 1 нг/мл приводит к активации спонтанной 
биоэлектрической активности культур диссоциирован-
ных клеток гиппокампа. Достоверные изменения дли-
тельности малой сетевой пачки регистрировались через 
20 мин после добавления нейротрофина. Применение 
более низких концентраций BDNF (0,1 нг/мл) не вызы-
вало статистически значимых изменений биоэлектри-
ческой активности (рис. 4).

Через 20 мин после аппликации BDNF в концент-
рации 1 нг/мл наблюдалось статистически значимое 
(p<0,05) увеличение длительности пачки импульсов 
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Рис. 4. Влияние нейротрофического фактора BDNF на длительность малой cетевой пачки импульсов на 21-й день развития 
in vitro; * — статистическая значимость различий значений с исходным уровнем; # — с контрольной группой, p<0,05 (крите-
рий Манна–Уитни)
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относительно исходной активности и активности конт-
рольных культур, длящееся в течение последующих 2  ч 
(контрольные значения были превышены в среднем на 
62%). Однако эффект был транзиторный и через 24 ч 
после добавления нейротрофического фактора дли-
тельность пачки не отличалась от первоначальных и 
контрольных показателей.

Анализ функциональных характеристик сетевой 
пачки импульсов, отражающих индивидуальную струк-
туру нейронной сети, показал, что добавление в среду 
культивирования контрольного раствора (альбумина в 
PBS) не повлияло на паттерн сетевой пачки диссоци-
ированных культур. В отличие от контрольной группы 
добавление в культуральную среду BDNF в концентра-
ции 0,1 и 1 нг/мл привело к сокращению времени по-
явления первого спайка в сетевой пачке, что говорит 
о повышении синхронизации работы нейронов. Данный 
эффект сохранялся в течение 24 ч после аппликации 
нейротрофина, также как и на 14-й день развития ней-
ронных сетей первичных культур гиппокампа.

Обсуждение. В результате проведенных исследова-
ний установлено, что нейротрофический фактор BDNF 
модулирует спонтанную биоэлектрическую актив-
ность культур диссоциированных клеток гиппокампа. 
Изменение спонтанной биоэлектрической активности 
нейронов на сетевом уровне выражалось в увеличении 
длительности малой сетевой пачки импульсов, сокра-
щении времени появления первых спайков в пачке, что 
изменяло структуру как паттерна активации, так и всей 
пачки импульсов, являющейся функциональной харак-
теристикой сети. Проявление наблюдаемых изменений 
зависело от концентрации добавляемого нейротрофина 
и от стадии развития диссоциированных культур in vitro.

Аппликация BDNF на 7-й день развития культур 
in vitro не влияла на спонтанную биоэлектрическую ак-
тивность культур диссоциированных клеток гиппокампа, 
в то время как на 14-й и 21-й дни культивирования мо-
дулировала биоэлектрическую активность нейронных 
сетей. Эффект в ответ на добавление нейротрофина 
проявлялся в увеличении длительности малой сетевой 
пачки импульсов и развивался на временнόм промежут-
ке 10–20 мин. Важно отметить, что характерным прояв-
лением нейротропного действия BDNF служили также 
повышение эффективности синаптической передачи в 
нейронной сети гиппокампа и усиление синхронизации 
нейронов при их включении в сетевую активность.

Можно предположить, что полученный нейротроп-
ный эффект в ответ на добавление нейротрофичес-
кого фактора связан с метаболическими процессами, 
опосредованными запуском сигнальных каскадов при 
взаимодействии BDNF с рецептором TrkB [3, 13–15]. 
Для реализации данных реакций необходимо наличие 
сформированных зрелых синаптических контактов в 
нейронной сети [4, 5, 16]. Этим объясняется отсутствие 
изменений в спонтанной активности диссоциированных 
культур при добавлении нейротрофина на 7-й день раз-
вития культур in vitro, поскольку в данный период разви-
тия нейронная сеть находится на стадии формирования 
с преобладанием электрических синапсов и отсутстви-
ем полноценных химических синаптических контактов 

[9–12]. Более поздние сроки развития диссоциирован-
ных культур характеризуются наличием сформирован-
ных нейронных сетей, в структуре которых преобладают 
химические синапсы, обеспечивающие пластичность 
диссоциированных культур [9, 10] и необходимые для 
реализации нейротропного эффекта BDNF.

Таким образом, BDNF может выступать в роли ней-
ромодулятора спонтанной биоэлектрической активнос-
ти нейронных сетей культур диссоциированных клеток 
гиппокампа. Раскрытие механизмов участия BDNF в 
синаптической передаче позволит прояснить роль ней-
ротрофина в таких высших функциях ЦНС, как науче-
ние и память.

Заключение. Нейротрофический фактор головного 
мозга BDNF в концентрациях 0,1; 1; и 10 нг/мл оказыва-
ет транзиторный нейротропный эффект на спонтанную 
биоэлектрическую активность только зрелых нейрон-
ных сетей культур диссоциированных клеток гиппокам-
па начиная с 14-го дня развития in vitro.
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