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Цель исследования — разработка метода длительной неинвазивной регистрации биоэлектрической активности изолирован-
ных аксонов нейрональной сети, вызванной стимуляцией короткими импульсами инфракрасного (ИК) лазера, и изучение влияния 
характеристик излучения на вероятность возникновения потенциалов действия на аксонах нейрональной культуры in vitro.

Материалы и методы. Гиппокампальные клетки эмбрионов мышей (Е18) культивировали в микрофлюидных чипах из поли-
диметилсилоксана с микроканалами для обеспечения роста аксонов на расстояние до 800 мкм. Изучали электрофизиологическую 
активность нейрональной культуры, вызванную импульсами сфокусированного лазерного излучения в ИК-диапазоне. Оптическую 
стимуляцию проводили импульсным лазерным излучением с длинами волн 1907 и 2095 нм. Регистрацию электрофизиологической 
активности нейрональной культуры выполняли с помощью системы многоканальной регистрации (Multi channel Systems, Германия).

Результаты. Разработанный оригинальный микрофлюидный чип и установленная оптическая стимуляция с использовани-
ем многоканальной системы регистрации позволили неинвазивно регистрировать потенциалы действия изолированных аксонов 
in vitro, вызванные импульсным ИК-излучением. Распространение потенциалов действия в аксонах обнаруживалось с помощью 
внеклеточных микроэлектродов при облучении клеток лазером на длине волны 1907 нм с мощностью излучения 0,2–0,5 Вт для 
импульсов длительностью 6 мс и 0,5 Вт — для импульсов длительностью 10 мс. Показано, что мощность излучения прямо пропор-
циональна вероятности индукции импульсов в отростках клеток. При этом вероятность вызванного оптической стимуляцией ответа 
была выше при меньшей длительности оптического стимула. Также было обнаружено, что вероятность возбуждения импульсов 
обусловливалась локализацией излучения и была больше при облучении нейронов, чем при облучении непосредственно аксонов.

Заключение. Разработанный метод позволяет изолировать аксоны нейрональной культуры с помощью микрофлюидного чипа, 
стимулировать ИК-излучением культуру нейронов и неинвазивно регистрировать электрофизиологический сигнал аксонов. Пред-
ложенный подход позволяет изучать сетевые характеристики появления нейрональных ответов множества клеток на длительном 
(недели) отрезке времени. Метод может применяться как в фундаментальных исследованиях изучения принципов сигнализации в 
мозге, так и для разработки технологий неинвазивного нейроинтерфейса.

Ключевые слова: матрица микроэлектродов; внеклеточная электрофизиология; биоэлектрическая активность нейронов; куль-
тура нейронов гиппокампа; оптическая стимуляция нейронов; ИК-излучение; микрофлюидика.
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The aim of the study was to develop a method for long-term non-invasive recording of the bioelectrical activity induced in isolated 
neuronal axons irradiated with short infrared (IR) pulses and to study the effect of radiation on the occurrence of action potentials in axons 
of a neuron culture in vitro.

Materials and Methods. Hippocampal cells of mouse embryos (E18) were cultured in microfluidic chips made of polydimethylsiloxane 
and containing microchannels for axonal growth at a distance of up to 800 μm. We studied the electrophysiological activity of a neuronal 
culture induced by pulses of focused laser radiation in the IR range (1907 and 2095 nm). The electrophysiological activity of the neuronal 
culture was recorded using a multichannel recording system (Multi Channel Systems, Germany).

Results. The developed microfluidic chip and the optical stimulation system combined with the multichannel registration system made 
it possible to non-invasively record the action potentials caused by pulsed IR radiation in isolated neuronal axons in vitro. The propagation 
of action potentials in axons was detected using extracellular microelectrodes when the cells were irradiated with a laser at a wavelength of 
1907 nm with a radiation power of 0.2–0.5 W for pulses with a duration of 6 ms and 0.5 W for pulses with a duration of 10 ms. It was shown 
that the radiation power positively correlated with the occurrence rate of axonal response. Moreover, the probability of a response evoked by 
optical stimulation increased at short optical pulses. In addition, we found that more responses could be evoked by irradiating the neuronal 
cell culture itself rather than the axon-containing microchannels.

Conclusion. The developed method makes it possible to isolate the axons growing from cultured neurons into a microfluidic chip, 
stimulate the neurons with infrared radiation, and non-invasively record the axonal spiking. The proposed approach allowed us to study 
the characteristics of neuronal responses in cell cultures over a long (weeks) period of time. The method can be used both in fundamental 
research into the brain signaling system and in the development of a non-invasive neuro-interface.

Key words: microelectrode array; extracellular electrophysiology; bioelectric activity of neurons; culture of hippocampal neurons; optical 
stimulation of neurons; IR radiation; microfluidics.

Введение

Восприятие информации о внешнем мире проис-
ходит с помощью сенсорных систем, в которых ре-
цепторы преобразуют физико-химические сигналы 
в биоэлектрические импульсы нервных волокон для 
дальнейшей передачи в отделы головного мозга. 
Травма, прогрессирующие неврологические заболе-
вания или возрастные изменения могут привести к на-
рушению путей восприятия и передачи информации. 
Восстановление утраченных сенсорных функций воз-
можно благодаря использованию инвазивных сенсор-
ных имплантатов. Примером могут служить успешно 

используемые в медицине кохлеарные, вестибуляр-
ные и ретинальные имплантаты, которые выполняют 
электростимуляцию нервных волокон через импланти-
рованные микроэлектроды. Однако такой подход обла-
дает рядом недостатков: при длительном воздействии 
снижается точность/чувствительность мембраны кле-
ток к стимуляции, кроме того, вживление микроэлек-
тродов может вызвать образование глиального рубца.

В последние годы активно ведется разработка ме-
тодов неинвазивного возбуждения сигналов сенсор-
ных нейронов пучками электромагнитных волн оп-
тического и инфракрасного (ИК) диапазонов частот. 
Их преимущества заключаются в отсутствии прямого 
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контакта источника стимулов и ткани, в высоком про-
странственном разрешении и отсутствии электрохи-
мического воздействия на ткань.

Эксперименты показали, что лазерное ИК-из лу че-
ние с длиной волны 1200–2200 нм может как возбу-
ждать, так и подавлять нейронную активность. Так, 
стимуляция ИК-излучением искусственного липидного 
бислоя (на основе фосфолипидов), клеток млекопита-
ющих и ооцитов вызывает деполяризацию мембран 
исследуемых клеток [1]. Сфокусированное излучение 
лазера ИК-диапазона на спиральные и вестибулярные 
ганглии in vitro приводит к возникновению потенциа-
лов действия [2]. J.M. Cayce  с соавт. [3, 4] показали, 
что импульсное ИК-излучение обладает способностью 
возбуждать и подавлять спонтанную нервную актив-
ность в мозге грызунов и приматов. Метод стимуляции 
нервов с помощью ИК-излучения был впервые проде-
монстрирован на седалищном нерве кролика [5], а за-
тем исследован на предмет возможного клинического 
применения на периферической нервной системе [6, 
7], ушной улитке [8] и сердце [9, 10]. Рассматриваются 
несколько механизмов воздействия ИК-излучения на 
клетки, основные из которых включают изменение 
электрической емкости мембраны вследствие локаль-
ного нагрева окружающей жидкости при поглощении 
ИК-излучения [1, 11] и действие рецепторов, чувстви-
тельных к температуре [12, 13]. Поиск оптимальных 
оптических параметров и клеточных механизмов воз-
действия ИК-излучения на нейроны in vivo сложен не-
простой структурой нейронных сетей головного мозга 
и труднодоступностью для изучения отдельных кле-
ток. Для этого чаще используют упрощенные модели 
in vitro диссоциированных нейрональных клеток, куль-
тивируемых на микроэлектродных матрицах (МЭМ). 
При поддержании благоприятных для роста условий 
клеточные культуры могут сохранять жизнеспособ-
ность более месяца.

В подобных системах на МЭМ в монослое нейро-
нальных клеток было обнаружено подавление актив-
ности с помощью ИК-излучения [14]. Было также про-
демонстрировано возбуждение потенциалов действия 
на расстоянии до 200 мкм от области стимуляции 
ИК-излучением [15]. Однако до сих пор воздействие 
ИК-из  лучением применялось к гомогенным нейрональ-
ным культурам, в которых сложно выделить актив-
ность, распространяющуюся по аксонам. Кроме того, 
расстояние, на котором обнаруживался вызванный по-
тенциал действия, составляло не более 200 мкм.

Целью данного исследования послужила разра-
ботка метода длительной неинвазивной регистрации 
вызванной биоэлектрической активности изолиро-
ванных аксонов нейрональной сети при стимуляции 
их короткими импульсами ИК-лазера. Используя кон-
струкции из полидиметилсилоксана (ПДМС), мы изоли-
ровали пучки аксонов в микроканалах длиной 800 мкм 
и с помощью методов электрофизиологии исследова-
ли характеристики ИК-излучения, необходимые для 
возбуждения импульсов в изолированных аксонах.

Материалы и методы

Изготовление микрофлюидных чипов. Микро-
флюидные чипы были изготовлены путем изливания 
жидкого ПДМС на мастер-форму с последующим за-
твердеванием. Методика изготовления микрофлюид-
ных чипов была описана ранее [16]. Чип состоит из 
двух камер (длина — 2,7 мм, ширина — 0,5 мм) для 
культивирования нейрональных клеток, соединенных 
между собой 8 микроканалами длиной 0,8 мм. Чипы 
совмещались с предварительно очищенными МЭМ, 
включающими 60 электродов из TiN диаметром 30 мкм 
и расстоянием 200 мкм между ними (Multi channel 
Systems, Германия), под микроскопом с использовани-
ем стереотаксиса так, чтобы микроэлектроды распо-
лагались в микроканалах и камерах (рис. 1).

Клеточная культура. Нейрональные клетки полу-
чали из гиппокампов эмбрионов мышей (Е18) и поме-
щали в камеры чипов ПДМС, совмещенных с микро-
электродными матрицами с начальной плотностью 
приблизительно ~7000–9000 кл./мм2 [17]. Эвтаназию 
проводили путем смещения шейного отдела в со-
ответствии с протоколом, одобренным Комитетом 
по биоэтике Национального исследовательского 
Нижегородского государственного университета им. 
Н.И. Лобачевского, в соответствии с Приказом №199н 
«Об утверждении Правил надлежащей лабораторной 
практики» (Россия, 2016) и Директивой 2010/63/ЕС 
Европейского парламента и Совета Европейского со-
юза (22.09.2010 г.) о защите животных, используемых 
в научных целях. Клетки выращивали в культураль-
ной питательной среде (Gibco 21103-049, Invitrogen, 
США) с биоактивной добавкой B27 (Gibco 17504-
044, Invitrogen), глутамином (Thermo Fisher Scientific 
25030-024, Invitrogen), фетальной сывороткой теленка 
(Gibco A3160801, Invitrogen) и гентамицином (PanReac 
AppliChem A1492,0005, AppliChem, Германия) при по-
стоянных условиях: 37 °C, влажность — 100% с 5%  
содержанием CO2 в воздухе в инкубаторе (SHELLAB 
3552-2, Sheldon Manufacturing, Inc., США). Половину 
среды в чипе меняли на свежую каждые 2 дня. На 
2–4-й день после посадки клеток в камеры аксоны 
прорастали в микроканалы микрофлюидного чипа. 
Для оценки роста аксонов использовали инверти-
рованный микроскоп Axio Observer A1 (Carl Zeiss, 
Германия). Регистрация роста аксонов в микрокана-
лах производилась начиная со 2-го дня in vitro. Аксоны 
прорастали до конца микроканала длиной 800 мкм 
на 5–7-й день in vitro. Эксперименты проводились на 
культурах начиная с 3-й недели in vitro [18].

Регистрация биоэлектрической активности и 
электрическая стимуляция. Регистрацию электро-
физиологической активности нейрональной культуры 
проводили с помощью системы многоканальной реги-
страции USB-MEA120-System (Multi channel Systems) 
при частоте дискретизации 20 кГц. Электрическую 
стимуляцию нейрональной культуры выполняли на-
чиная с 15-го дня развития последовательностью из 
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30 бифазных импульсов (амплитуда потенциала — 
800 мВ, длительность — 260 мкс на фазу, первая 
фаза — положительная) с межстимульным интерва-
лом в 3 с. Стимулы подавали на 8 электродов, распо-
ложенных в микроканалах.

В работе исследовали только импульсы, распро-
страняющиеся по аксонам стимулируемых кле ток, си-
наптические ответы блокировали посредством добав-
ления в камеры чипа антагониста AMPA-ре цепторов 
CNQX (Tocris Bioscience, США) в концентрации 10 мкМ 
и ингибитора N-метил-D-аспар татных (NMDA) рецепто-
ров (R)-CPP (Tocris Bioscience) в концентрации 10 мкМ.

Оптическая стимуляция. С целью регистра-
ции сигналов, вызванных оптической стимуляцией, 
приложенной к культуре нейрональных клеток, была 
разработана система, состоящая из двух модулей: 
в первом происходила временная модуляция пучка 
электромагнитного излучения с заданными характе-
ристиками, при помощи второго модуля осуществля-
ли изменение формы пучка и его фокусировку на ми-
кроэлектродной матрице с культурой клеток. Первый 
модуль включал в себя непрерывный волоконный 
лазер, систему сферических собирающих линз и 
прерыватель; второй модуль состоял из конденсора, 
МЭМ с микрофлюидным чипом и многоканальной си-
стемы регистрации сигналов.  Модули были соедине-

ны транспортным волокном (DILAS 
Diodenlaser, Германия) (рис. 1, в).

В качестве источника лазерного 
излучения использовались два ла-
зера.

1. Непрерывный гольмиевый во-
локонный лазер (разработанный 
в лаборатории Национального ис-
следовательского Нижегородского 
государственного университета им. 
Н.И. Лобачевского) генерирует из-
лучение на длине волны 2095 нм. 
Стимуляцию проводили сериями 
импульсов с длительностью 1, 3 или 
6 мс. Интервалы между стимулами 
составляли 3 или 5 с, мощность из-
лучения варьировалась в пределах 
0,1–0,3 Вт. Непрерывное излучение 
преобразовывали в импульсное с 
помощью механического затвора, 
управляемого вручную.

2. Непрерывный тулиевый во-
локонный Tm-лазер ЛМТ-30А-01 
(НТО «ИРЭ-Полюс», Россия) гене-
рирует излучение на длине волны 
1907 нм. Стимуляцию проводили 
импульсами длительностью 6 и 
10 мс с интервалом между стиму-
лами 5 с. Мощность излучения ва-
рьировалась в пределах 0,2–0,5 Вт. 
Для создания импульсного излу-
чения использовали прерыватель 

с компьютерным управлением («Авеста-Проект», 
Россия). Импульсно-периодический оптический 
сигнал, получаемый после прерывателя, сопрово-
ждался TTL-сигналом, генерируемым уст ройст вом в 
момент открытия. TTL-сигнал подавался на систему 
стимуляции и регистрации (Multi channel Systems). 
Временнáя задержка между подачей TTL-сигнала 
и подачей лазерного излучения составляла около 
10 мс.

На выходе из волокна излучение коллимировалось 
линзой в пучок диаметром 5 мм и далее шло на пре-
рыватель. Таким образом непрерывное излучение 
преобразовывалось в импульсы с заданной длитель-
ностью. После прерывателя располагалась линза, фо-
кусирующая излучение на вход транспортного волок-
на длиной 5 м, по которому излучение поступало на 
второй модуль. Во втором модуле волоконный выход 
был закреплен в конденсоре, состоящем из двух соби-
рающих линз с фокусными расстояниями 50 и 40 мм, 
а также цилиндрической линзы с фокусным расстоя-
нием 25 мм.

Микроэлектродная матрица с клеточной культурой 
в микрофлюидном чипе располагалась в горизонталь-
но закрепленном коннекторе многоканальной системы 
регистрации сигналов. Конденсор был расположен 
вертикально под коннектором и фокусировал излуче-

Рис. 1. Установка для оптической стимуляции и регистрации биоэлектри-
ческой активности изолированных аксонов нейрональной культуры:
а — фото коннектора системы многоканальной регистрации с установленной 
МЭМ; б — МЭМ, совмещенная с микрофлюидным чипом; в — схема системы 
оптической стимуляции и регистрации биоэлектрической активности: 1 — во-
локонный лазер; 2, 6 — оптоволокно; 3, 5, 7, 8 — круглые собирающие линзы; 
4 — прерыватель; 9 — цилиндрическая собирающая линза; 10 — микрофлю-
идный чип; 11 — МЭМ; 12 — система многоканальной регистрации; г и д — 
схема микрофлюидного чипа на МЭМ, вид сбоку и сверху
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ние на МЭМ через отверстие в нижней поверхности 
коннектора. Мощность излучения, подаваемого на 
МЭМ с физраствором, а также доля мощности, погло-
щаемой средой, определялись при помощи измерите-
ля мощности лазера FieldMaxII-TO (Coherent, США) в 
непрерывном режиме без участия прерывателя.

С целью обеспечения стерильности и оптимальных 
условий для поддержания жизнеспособности клеточ-
ной культуры на МЭМ крепилась двухкомпонентная 
насадка из ПДМС, обеспечивающая подачу к культуре 
воздуха с 5% содержанием СО2.

Обработка данных. Для исследования вызванных 
электрической стимуляцией ответов строили распре-
деление количества импульсов, зарегистрированных 
на электродах в микроканалах, после каждого сти-
мула во временнóм окне от 2 до 50 мс с шагом 2 мс. 
Проводили сравнение распределений для ответов, 
полученных до и после блокировки синаптических от-
ветов. Регистрируемые после блокировки вызванные 
импульсы составляли аксональный ответ, который в 
дальнейшем исследовали при оптической стимуляции.

Для вызванных оптической стимуляцией ответов 
было построено распределение количества импуль-
сов после стимула (от 5 до 50 мс) в интервалах 2 мс. 
Два артефакта оптической стимуляции регистрирова-
ли на задержках 10 и 16–20 мс.

Вероятность возбуждения импульсов оптическим 
излучением оценивали для каждого электрода из 24 в 
микроканалах как отношение числа стимулов в интер-
вале от 20 до 50 мс, вызывающих хотя бы один им-
пульс на электроде, к общему числу стимулов. Затем 
определяли среднюю вероятность для всех 24 элек-
тродов.

Были проведены эксперименты по определению 
изменения вероятности возбуждения импульсов при 
разной мощности оптического излучения (3 экспери-
мента, 2 МЭМ), по оценке влияния локализации из-
лучения (1 эксперимент) и длительности импульсов 
излучения (1 эксперимент) на вероятность возникно-
вения импульса.

Статистика. Сравнение средней вероятности 
возбуждения импульсов при разной мощности излу-
чения проводили с помощью Т-критерия Вилкоксона. 
Результаты представлены в виде M±SD, где М — сред-
нее арифметическое, SD — стандартное отклонение. 
За критический уровень значимости принят р≤0,05.

Результаты и обсуждение
Изучение аксона в микроканале. На 2-й день 

культивирования клеток отростки начали расти в ми-
кроканалы и на 7-й день достигали соседней камеры. 
Длина каналов составляла 800 мкм, что позволяло от-
делить аксоны от дендритов, длина которых в гиппо-
кампе не превышает 400 мкм [19]. Малое поперечное 
сечение микроканалов не позволяло также проникать 
соме клеток в микроканалы. В целом такой способ 
обеспечивал нахождение в каналах преимущественно 

аксонов, что также подтверждалось регистрируемыми 
сигналами.

Начиная с 15-го дня развития культуры in vitro мы 
регистрировали спонтанную активность нейронов в 
камере в виде пачек импульсов с интервалами сле-
дования 2–10 с. Импульсы распространялись по ак-
сонам, растущим в микроканалах. Были определе-
ны времена возникновения спонтанных импульсов 
на соседних электродах в микроканалах и оценена 
скорость распространения импульса вдоль аксонов, 
которая составила 361±141 мм/с (7 каналов), что со-
ответствует ранее определенной скорости распро-
странения потенциалов действия по немиелинизиро-
ванным аксонам в срезах гиппокампа — 380 мм/с [20].

Потенциалы действия в аксонах, вызванные 
электрическим стимулом. Через 2 нед культивиро-
вания нейрональных клеток in vitro проводили низко-
частотную стимуляцию аксонов электродами в начале 
микроканалов. Каждый стимул вызывал потенциал 
действия, распространяющийся вдоль аксонов в ми-
кроканалах. Ответы включали аксональные импульсы, 
вызванные непосредственно изменением мембран-
ного потенциала на аксоне, и импульсы, вызванные 
через синаптические контакты с другими нейронами. 
Для исследования только аксональных ответов мы 
заблокировали возбуждающие рецепторы, формирую-
щие синаптическую передачу в нейрональной культу-
ре (рис. 2). Аксональный ответ возникал на задержке 
до 15 мс (рис. 2, в).

Потенциалы действия в аксонах, вызванные 
оптическим стимулом. Для оптической стимуляции 
выбирались нейрональные культуры, электрическая 
стимуляция которых вызывала аксональный ответ в 
микроканалах. Оптическая стимуляция импульсами 
гольмиевого лазера с длиной волны 2095 нм при мощ-
ности излучения 0,1–0,3 Вт не вызывала потенциалов 
действия в культуре. На электродах, которые распола-
гались в области засветки лазером, регистрировали 
артефакт стимуляции. При оптической стимуляции 
тулиевым лазером с длиной волны 1907 нм на элек-
тродах в области засветки регистрировали два арте-
факта стимуляции. Первый артефакт возникал на за-
держке, равной задержке между подачей TTL-сигнала 
и оптического излучения, второй — на задержке, рав-
ной длительности оптического импульса относительно 
первого артефакта. На аксонах в микроканалах реги-
стрировали потенциалы действия, вызванные оптиче-
скими стимулами. При этом на электродах, располо-
женных в камере с клетками, потенциалы действия не 
наблюдались. Импульсы отмечали при мощности из-
лучения, превышающей 0,2 Вт (рис. 3, а). Увеличение 
мощности излучения приводило к увеличению вероят-
ности возникновения импульса (рис. 3, б). Количество 
микроканалов, на электродах которых обнаружива-
лись ответы, варьировало от 1 до 8 пропорциональ-
но мощности излучения. Вероятность возникнове-
ния вызванного потенциала действия на электродах 
в каналах составляла 10±9% при мощности 0,2 Вт, 
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33±6% — при мощности 0,33 Вт и 59±15% — при мощ-
ности 0,5 Вт (3 эксперимента, 2 МЭМ). Различия выяв-
лены между средними вероятностями при мощностях 
излучения 0,2 и 0,33 Вт и при мощностях излучения 
0,33 и 0,5 Вт (Т-критерий Вилкоксона, p<0,05).

Далее мы исследовали влияние длительности им-

пульсов оптического излучения на вероятность возник-
новения импульсов на аксонах. С этой целью мы срав-
нили минимальные мощности излучения, необходимые 
для возникновения потенциалов действия на аксонах 
в микроканалах. Для импульсов длительностью 6 мс 
данная мощность составила 0,2 Вт, для им пульсов дли-

а

б в

Рис. 2. Биоэлектрическая активность, зарегистрированная на аксонах в микроканалах, до 
(слева) и после (справа) добавления блокаторов синаптической передачи — CPP — 10 мкM, 
CNQX — 10 мкM:
а — пример спонтанной активности, зарегистрированной на одном электроде; частота импульсов 
уменьшается после добавления блокаторов синаптической передачи; б — гистограмма вызванной 
активности, зарегистрированной на всех электродах в микроканалах во временнóм окне 2–30 мс 
после предъявления электрического стимула; красная линия соответствует контрольным условиям, 
синяя — условиям в присутствии блокаторов синаптической передачи; прямой ответ вызывается на 
задержках меньше 15 мс и сохраняется после добавления блокаторов; синаптический ответ, возника-
ющий на временны́х задержках больших 15 мс, отсутствует при добавлении блокаторов; в — пример 
активности, вызванной низкочастотной электрической стимуляцией, зарегистрированной в 8 микро-
каналах; после добавления блокаторов регистрируются только прямые ответы, распространяющиеся 
по аксонам

Рис. 3. Биоэлектрическая актив-
ность, зарегистрированная на ак-
сонах в микроканалах, вызванная 
оптической импульсной стимуля-
цией:
а — пример активности, вызванной 
оптической стимуляцией, зареги-
стрированной в 8 микроканалах при 
разной мощности излучения; увели-
чение мощности излучения приводит 
к увеличению частоты импульсов в 
ответе; б — гистограммы вызванной 
активности, зарегистрированной на 
всех электродах в микроканалах во 
временнóм окне 50 мс после предъ-
явления электрического стимула; 
стрелками обозначены артефакты 
оптической стимуляции, соответству-
ющие началу и окончанию импульса

а

б

контроль
CРP + CNQX

0,
4 

мВ

0,
2 

мВ

0,
2 

мВ

0,2 Вт

0,2 Вт 0,33 Вт

0,33 Вт 0,5 Вт

0,5 Вт

0,
2 

мВ

50 мс 50 мс

Я.И. Пигарева, О.О. Антипова, В.Н. Колпаков, О.В. Мартынова, А.А. Попова, ..., В.А. Еськин



СТМ ∫ 2020 ∫ том 12 ∫ №6   27

оригинальные исследования 

тельностью 10 мс — 0,5 Вт. Вызванные импульсы на-
блюдались в 8 каналах при стимуляции им пульсами 
длительностью 6 мс (вероятность возникновения им-
пульсов — 75±3% для 24 электродов) и только в одном 
канале — при стимуляции импульсами длительностью 
10 мс (вероятность возникновения импульсов — 5±13% 
для 24 электродов). В дальнейших экспериментах дли-
тельность импульсов выбиралась равной 6 мс.

Затем было исследовано влияние локализации 
облучения на возникновение импульсов на аксонах 
в микроканалах. Для этого сравнивали вероятность 
возникновения импульсов при облучении камеры с 
нейронами и микроканалов при мощности излучения 
от 0,2 до 0,5 Вт. При стимуляции нейронов в камере 
импульсы возникали как минимум в 3 микроканалах, 
а число каналов, в которых регистрировались ответы, 
увеличивалось с возрастанием мощности излучения 
и достигло шести при мощности 0,5 Вт (вероятность 
возникновения импульсов — 58±3%). Стимуляция ак-
сонов в микроканалах вызывала ответ в 2 микрокана-
лах при мощности излучения 0,5 Вт (вероятность воз-
никновения импульсов — 22±2%).

Для выявления природы вызываемых оптической 
стимуляцией ответов в культуру добавляли блокатор 
натриевых каналов тетродотоксин. Установлено, что 
блокировка проведения импульсов приводит к невоз-
можности вызвать ответ в нейрональной культуре.

Таким образом, продемонстрирован новый метод 
индукции потенциалов действия импульсным ИК-
излучением культур нейрональных клеток на изоли-
рованных аксонах в микроканалах микрофлюидно-
го чипа. Ранее [15] было показано, что в гомогенных 
культурах клеток, культивируемых на МЭМ, импульс 
лазера также может вызывать потенциал действия, 
зарегистрированный только на одном соседнем элек-
троде — на аксоне предположительно одной клетки. 
Мы регистрировали потенциалы действия аксонов, 
проросших в микроканалы, с помощью электродов 
МЭМ вне области облучения. При подаче импульса 
лазера на тела клеток ответный потенциал действия 
наблюдали вдоль канала каждые 200 мкм на расстоя-
нии до 800 мкм. При добавлении блокатора натриевых 
каналов импульсы в нейрональной культуре не воз-
буждались, что подтверждает нейрональную природу 
вызванного ответа.

Мощность излучения (0,2–0,5 Вт) и длина волны 
(1907 нм) ИК-импульсов, вызывающих потенциалы 
действия, были схожи с характеристиками излуче-
ния в исследованиях, проведенных на ганглионарных 
клетках сетчатки и клетках вестибулярного ганглия 
(0,2 Вт; 1875 нм), а также культурах кортикальных 
нейронов (0,6 Вт; 1940 нм) [12, 15]. Установлено, что 
мощность излучения прямо пропорциональна вероят-
ности индукции импульсов в отростках клеток (3 экс-
перимента, 2 МЭМ) (см. рис. 3). При этом вероятность 
вызванного оптической стимуляцией ответа была 
выше при меньшей длительности оптического стиму-
ла (6 мс по сравнению с 10 мс). Обнаружено также, 

что вероятность возбуждения импульсов обусловли-
валась локализацией излучения и была больше при 
облучении нейронов, чем при облучении непосредст-
венно аксонов.

Заключение
Продемонстрирована возможность неинвазивного 

возбуждения импульсов в нейрональной культуре с 
помощью оптической стимуляции. С этой целью были 
разработаны микрофлюидный чип для изоляции аксо-
нов нейронов в микроканалах и установка оптической 
стимуляции, совмещенная с коммерческой системой 
многоканальной регистрации внеклеточной активно-
сти. Новый метод позволяет неинвазивно изучать ха-
рактеристики потенциалов действия, распространяю-
щихся по аксонам на расстояние до 800 мкм, в течение 
нескольких дней или месяцев. Метод может приме-
няться как в фундаментальных исследованиях изуче-
ния принципов сигнализации в мозге, так и для разра-
ботки технологий неинвазивного нейроинтерфейса.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена при поддержке Российского научного фонда 
(№18-72-10046).
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