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Диссоциированные нейрональные культуры используют в качестве удобной модели мозга для изучения фундаментальных ме-
ханизмов обработки сигналов, памяти, обучения, а также синаптической пластичности в нейронных сетях.  Изучение краткосрочной 
и долговременной памяти в гиппокампальных культурах требует одновременной регистрации сигналов с большого числа электро-
дов и стимулирования биоэлектрической активности.

Цель исследования — выявление особенностей пластичности на уровне нейронной сети в модели первичных культур клеток 
гиппокампа, изучение стабильности изменений импульсной активности культур, как спонтанной, так и индуцированной электриче-
ской стимуляцией.

Материалы и методы. Произведена оценка долгосрочных изменений функциональных характеристик импульсов, распростра-
няющихся между нейронами в гиппокампальных культурах, растущих на микроэлектродных матрицах. Исследовано влияние низ-
кочастотной стимуляции (0,1–0,5 Гц) с частотой, равной частоте спонтанной пачечной активности, на изменение функциональных 
связей в сети на разных временны' х интервалах.

Результаты. Установлено, что  низкочастотная стимуляция гиппокампальных культур, растущих на микроэлектродных ма-
трицах, индуцирует реорганизацию структуры связей сети. Данный эффект сохраняется на протяжении десятков минут. В случае 
наблюдений на протяжении часов спонтанные изменения структуры связей сети могут подавить индуцированные стимуляцией 
изменения.

Ключевые слова: микроэлектродная матрица; электростимуляция нейронов in vitro; гиппокампальная культура; функциональ-
ные связи нейронных сетей; синаптическая пластичность.
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Dissociated neural cultures are used as convenient experimental models to study basic mechanisms of brain signal processing, 
memory, learning and synaptic plasticity in neuronal networks. Evaluation of short-term and long-term memory in hippocampal cultures 
requires simultaneous multisite recording of signals and bioelectrical stimulation.

The aim of the investigation was to reveal the characteristic features of neuronal network plasticity in the model of primary 
hippocampal cell cultures, to study the stability of spontaneous and stimulus-induced changes in spiking patterns of cultures.

Materials and Methods. Long-term changes in functional connectivity characteristics of spikes propagating in the neural network of 
hippocampal cultures grown on microelectrode arrays were evaluated.  It was investigated how low-frequency stimulation (0.1–0.5 Hz) lying 
in the frequency band of spontaneous bursting activity altered functional connections in the network at different time scales.

Results. Low-frequency stimulation of hippocampal cultures grown on microelectrode arrays was found to induce reconfiguration of 
the network connectivity. This effect could be preserved during tens of minutes. On the time scale of hours, stimulation-induced connectivity 
pattern disappeared due to spontaneous changes.

Key words: microelectrode array; electrical stimulation of neurons in vitro; hippocampal culture; functional connectivity of neural 
networks; synaptic plasticity.

Культуры диссоциированных нейрональных кле-
ток, выращиваемые на микроэлектродных матрицах, 
широко используются в качестве удобных моделей 
для исследования фундаментальных механизмов 
обработки сигналов, обучения и памяти, а также си-
наптической пластичности в нейронных сетях [1–4]. 
Известно, что низкочастотные стимулы культуры ней-
ронов могут вызвать пачечный сетевой ответ, на-
правление распространения которого зависит от 
расположения стимулирующего электрода [5, 6]. 
Индуцированные реверберирующие пачки играют 
ключевую роль в изменении функциональных связей 
в сети [7–11]. В культурах диссоциированных нейро-
нальных клеток существуют доминирующие спон-
танные паттерны активности, которые способствуют 
усилению имеющихся связей [12]. Низкочастотная 
стимуляция одного электрода индуцирует генерацию 
откликов сети в виде реверберирующих пачек актив-
ности, отличных от доминирующего паттерна спон-
танной активности. Такая стимуляция изменяет пути 
распространения сигнала и приводит к изменениям 
связей [12]. Несколько научных групп показали, что 
низкочастотная стимуляция может вызвать сетевую 
пластичность [13–15].

Однако спонтанная электрическая активность в 
культивируемых нейронных сетях демонстрирует вы-
сокий уровень изменчивости при функционировании 
зрелой культуры на протяжении более 30 дней in vitro 
[16]. Эта изменчивость может быть связана со спон-
танными изменениями синаптической пластичности 
вследствие наличия циклических связей в нейронной 
сети. Спонтанные изменения функциональных связей 

в сети могут скрывать изменения, вызванные стиму-
ляцией. Для выявления вызванных изменений следу-
ет оценивать динамику спонтанных изменений в сети.

Цель исследования — оценка долгосрочных из-
менений функциональных характеристик импульсов, 
распространяющихся между нейронами в гиппокам-
пальных культурах, растущих на микроэлектродных 
матрицах. 

В данном исследовании мы проводили долговре-
менные эксперименты по записи спонтанной активно-
сти нейронной сети. Для того чтобы вызвать пачечный 
ответ от стимуляции в определенном участке сети, 
использовали низкочастотную стимуляцию напряже-
нием, подаваемую на 12 электродов. Мы предполо-
жили, что изменения функциональной сетевой актив-
ности индуцированы синаптической пластичностью. 
Структура функциональных связей в сети была оцене-
на с помощью метода кросс-корреляционного анализа 
последовательностей импульсов спонтанной сетевой 
активности, регистрируемой различными микроэлек-
тродами (по аналогии с [17]). Изменения, вызванные 
в структуре связей электрической стимуляцией, были 
обнаружены на 20-минутных интервалах времени. 
Кроме того, низкочастотная стимуляция изменяла ди-
намику активации сетевой пачки (путь распростране-
ния сигнала, вызывающего активацию пачки) и частоту 
спонтанной импульсной активности сети.

Материалы и методы
Клеточная культура. Клетки гиппокампа диссо-

циировали из эмбрионов мышей (Е18) и высеивали на 
микроэлектродные матрицы c 60 электродами (Multi 
Channel Systems MCS GmbH,  Германия) с плотностью 
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приблизительно 9000–10 000 кл./мм2 [18]. 
Половину питательной среды меняли на 
новую каждые 2 дня. Клетки культивиро-
вали в стабильных условиях в инкубаторе 
(МСО-18AIC, Sanyo, Япония) при темпе-
ратуре 35,5°С, 5% концентрации СО2 и 
95% влажности воздуха. Возраст культур 
на момент проведения экспериментов со-
ставлял 3–5 нед in vitro.

Запись и электрическая стимуля-
ция культуральных клеток. Сигналы 
записывались с микроэлектродных ма-
триц с 59 плоскими электродами и 1 ре-
ференс-электродом, диаметр электродов 
составлял 30 мкм, расстояние между 
электродами — 200 мкм. При детекти-
ровании импульсов использовали порог, 
вычисляемый на основе анализа уровня 
шумового сигнала отдельно для каждо-
го канала. Амплитуды зафиксированных 
импульсов находились в диапазоне 10–
80 мкВ. Анализ сигналов и статистиче-
ские расчеты были выполнены с использованием ав-
торского программного обеспечения, разработанного 
в Matlab® [5]. Применялась стимуляция импульсами 
напряжения (±600 мВ, 260 мкс на фазу, напряжение 
первой фазы — положительное). Экспериментальный 
протокол состоял из трехчасовой записи спонтанной 
активности до и после стимуляции. Эти трехчасовые 
записи были разделены на 60- и 20-минутные интер-
валы для проведения анализа. Протокол низкочастот-
ной стимуляции заключался в подаче 30 стимулов на 
каждый из выбранных 12–15 электродов с 5-секунд-
ным межимпульсным интервалом (рис. 1).

Анализ структуры связей. Кросс-корреляцию 
активности каждой случайно выбранной пары элек-
тродов (i, j) вычисляли как процент импульсов с i-го 
электрода, зарегистрированных на j-м электроде с 

различными временны' ми задержками. Мы обозначи-
ли термином «задержка связи» временну' ю задержку 
максимума кросс-корреляционной функции, которая 
рассматривалась в качестве силы связи. Если за-
держка связи была более 3 мс (рис. 2), то пара элек-
тродов считалась связанной синаптически [17]. Для 
каждого растра продолжительностью 20 или 60 мин 
мы определили карту связи, состоявшую из силы и 
задержек связей. Для оценки изменений характери-
стик связей во времени были проведены сравнение 
каждой записи с первой записью и вычисление двух 
основных параметров: «коэффициент изменения свя-
зей» (ADC%), который рассчитывался как процент 
появившихся и исчезнувших связей, и «коэффициент 
изменения силы стабильных связей» (SCSC), кото-
рый рассчитывался как разница обнаруженных в обе-

Рис. 1. Экспериментальный протокол электрической стимуляции и 
записи спонтанной активности; НЧС — низкочастотная стимуляция

Рис. 2. Профиль частоты импульсов в пачках и 
кросс-корреляция активности на двух каналах 
регистрации (электродах): 
а — среднее число импульсов в каждом интерва-
ле 1 мс в течение сетевой пачки (профиль часто-
ты импульсов); б — схема передачи импульсов; 
в — примеры профилей частоты импульсов (чис ло 
импульсов в каждом интервале 1 мс) активности, 
регистрируемой на двух электродах а

б

в
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их записях сил связей. SCSC измерялся в процентах, 
означающих разность между максимумами кросс-кор-
реляционной функции, характеризующими количество 
переданных импульсов.

Сравнение пачечной активности. Проведено 
сравнение частоты импульсов в пачках на каждом 
электроде для каждой пары записей (растров) соот-
ветственно. Различие определялось как разница сред-
него числа импульсов в сетевых пачках для каждой 
пары записей (растров), отдельно для каждого реги-
стрирующего электрода (рис. 3, а). Затем была про-
ведена количественная оценка различия частоты им-
пульсов в пачках для каждой пары записей (растров) 
отдельно для каждого электрода с помощью параме-
тра «перекрытие распределений числа импульсов». 
При вычислении этого параметра использовали ме-
тод кластеризации двух наборов частоты импульсов 
в пачках. Кластеризация выполнялась для всех пачек 
с применением метода К-средних для каждой пары 
записей (растров А и В). В результате пачки разде-
лялись на два набора данных (A’ и B’). Наборы пачек 
из известных растров (наборы А и В) сравнивались 
с набором пачек после кластерного анализа (A’ и B’). 
В этом случае ошибка классификации представляла 
собой число некорректно определенных паттернов 
в соответствии с известными записями (Na=A’∩B и 
Nb=B’∩A), где Na — количество пачек из набора В, от-
несенных с использованием метода К-средних к набо-
ру А, Nb — количество пачек из набора А, отнесенных 
с использованием метода К-средних к набору В.

Процент отношения таких паттернов к общему числу 
пачек ([Na+Nb])/Nc·100%, где Nc — общее число пачек 
в растрах А и В) определялся как перекрытие распре-
делений числа импульсов для двух записей и изменял-

ся в диапазоне от 0 до 100%. В отличие 
от статистического теста это измерение 
представляет собой степень различия. 
Таким образом, перекрытие может со-
ставлять 0%, если все значения частот 
импульсов одного растра больше, чем 
частоты импульсов другого растра, или 
наоборот.

Кроме того, сравнивали параметр 
«середина фазы активации», который 
определялся как время превышения ак-
тивностью 50% значений от максималь-
ной частоты импульсов в интервале 
1 мс на каждом отдельном электроде. 
Различие середины фазы активации 
для каждой пары записей (растров) 
определялось как разница задержек се-
редины фазы активации сетевых пачек 
отдельно для каждого регистрирующего 
электрода.

Результаты
Изменения в частоте импульсов, 

индуцированные низкочастотной 
стимуляцией. Культивирование дис-

социированных культур гиппокампа (E18) производи-
ли на микроэлектродных матрицах в течение 40 дней. 
Спонтанную пачечную активность записывали в куль-
турах после 20-го дня на протяжении 7–8 ч ежеднев-
но (не включались в анализ первые 0,5–1,5 ч, так как 
механическое сотрясение при перемещении культуры 
клеток приводит к изменению импульсной активности, 
3 ч до стимуляции, 20 мин стимуляции и 3 ч после 
стимуляции). Связи оценивали в каждом 60-минутном 
или 20-минутном интервале до и после стимуляции. 
Зарегистрированная активность согласовывалась с 
полученными ранее результатами [18]. 

Далее проводили исследование возможности из-
менения частоты импульсов в пачках под действием 
низкочастотной стимуляции с межимпульсным интер-
валом, равным интервалу между пачками спонтанной 
активности (0,1–0,5 Гц). Мы проанализировали пара-
метры «разница среднего числа импульсов» и «пере-
крытие распределений числа импульсов» в пачке для 
каждого канала до и после стимуляции. Записи спон-
танной активности были разделены на интервалы 1 ч 
и 20 мин (см. рис. 1). Вызванные низкочастотной сти-
муляцией изменения в частоте импульсов были боль-
ше, чем спонтанные изменения, но только в пределах 
небольшой группы электродов (участков сети) (см. 
рис. 3, а, в). Количество электродов со значением из-
менения средней частоты импульсов >20 и бóльшим 
перекрытием частот импульсов увеличилось после 
стимуляции. Обнаружены несколько электродов, на 
которых наблюдалась повышенная частота импульсов 
в пачках в течение 2 ч после стимуляции.

Изменения в активации пачек, индуцирован-
ные низкочастотной стимуляцией. Доминантное 
направление распространения сигнала определяли 

а б

Рис. 3. Влияние низкочастотной стимуляции на частоту импульсов 
в сетевой активности: 
а — разница среднего числа импульсов до и после стимуляции рассчитыва-
лась как разница среднего числа импульсов в первой контрольной записи 
(К1) и в последующих записях; электроды, на которых не регистрировались 
биоэлектрические импульсы, исключались из анализа, N=5 культур; б — 
распределение значений  показателя «перекрытие распределений числа 
импульсов» для каждого регистрирующего электрода, рассчитанного для 
каждой пары записей сетевой активности; K1–K2, K1–K3 — сравнение двух 
контрольных записей; К1–ПС1, К1–ПС2 — сравнение контрольной записи и 
записи после стимуляции
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на основании задержек активации пачек для различ-
ных участков сети. Середину фазы активации сетевой 
пачки анализировали для каждого канала до и после 
стимуляции. Индуцированные низкочастотной стиму-
ляцией изменения в активации сетевой пачки были 
больше спонтанных изменений электродов на неболь-
шой группе (на участках сети) (рис. 4, а, в).

Реорганизация связей в сети, индуцированных 
низкочастотной стимуляцией. Оценку измене-
ний связи, индуцируемых стимуляцией, проводили с 

помощью анализа трехчасовой активности: двух ча-
совых растров, записанных до стимуляции, и одного 
часового растра, записанного после стимуляции. Мы 
проанализировали изменения коэффициента изме-
нения связей ADC% (количество появившихся/ис-
чезнувших связей) в течение каждого часа сравнени-
ем всех растров с первым часом записи (К1 и ПС1). 
Статистическую значимость обнаруженного различия 
оценивали с помощью критерия Манна–Уитни, р<0,01, 
n=5 (рис. 5, а). Средние значения ADC%, вычислен-

Рис. 4. Влияние низкочастотной стимуляции на активацию сетевых пачек импульсов: 
а — распределение параметра «разница задержек середины фазы активации»; б — увели-
ченный фрагмент левой части распределения в рис. 4, а; K1–K2, K1–K3 — сравнение двух 
контрольных записей; К1–ПС1, К1–ПС2 — сравнение контрольной записи и записи после 
стимуляции

а б

а б

в г

Рис. 5. Изменение связей в нейронной сети 
после низкочастотной стимуляции в интерва-
ле времени 60 и 20 мин:
показатели «ко эффициент изменения связей» 
(а, в) и «коэф фициент изменения силы стабиль-
ных связей» (б, г) до и после стимуляции в ин-
тервале времени 60 мин (а, б) и 20 мин (в, г); 
красной линией отмечена медиана значений, 
синим — границы 25 и 75 процентилей; K2–
K3 — сравнение двух контрольных записей; К2–
ПС1 — сравнение контрольной записи и записи 
после стимуляции
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ные для данных, полученных до и после стимуляции, 
составили 31,0 и 54,4, т.е. изменились в 1,75 раза. 
Также были найдены различия (критерий Манна–
Уитни, р<0,05, n=5) при сравнении коэффициента из-
менения силы стабильных связей SCSC. Значение 
медиан составило 0,006 и 0,0125, их относительная 
разница — 2,08. Однако на временнóм интервале 
20 мин различия коэффициента SCSC до и после сти-
муляции были больше (тест Манна–Уитни, р<0,001). 
Медианы коэффициента ADC% составили 0,5 в конт-
ро ле и 33,1 — при сравнении активности до и после 
стимуляции (рис. 5, в). Относительное изменение рав-
нялось 66,2 в отличие от 1,75 в 60-минутной записи. 
Медианы коэффициента SCSC были равны 0,0001 в 
контроле и 0,0095 — при сравнении активности до и 
после стимуляции. Относительное изменение соста-
вило 95,0 в отличие от 2,08, полученного при анализе 
60-минутной записи.

Было обнаружено, что общее число связей на 
60-минутном интервале времени не изменялось после 
стимуляции (рис. 6). Существенные изменения коэф-
фициента SCSC и изменение коэффициента связи 
ADC% указывают на реорганизацию связей в сети по-
сле действия низкочастотной стимуляции.

обсуждение. В данном исследовании диссоции-
рованные клетки гиппокампа культивировали на ми-
кроэлектродных матрицах. Спонтанную пачечную 
активность записывали на протяжении нескольких 
часов (до 8), после чего подавали электрическую 
стимуляцию. Применяли два протокола стимуляции: 
низкочастотную и высокочастотную стимуляцию. 
Низкочастотная стимуляция подавалась через 12 
выбранных электродов с частотой 0,1–0,5 Гц, высо-
кочастотная — через 2 канала и 8 электродов (по 4 
электрода на канал стимуляции). Подавалось 150 се-
рий по 20 стимулов, интервал между стимулами — 
100 мс, между сериями — 6 с, задержка между стиму-
лами первого и второго каналов была равной 10 мс. 
Записанную активность разделяли на интервалы про-
должительностью 60 и 20 мин, после чего проводили 

анализ характеристик передачи импульсов для 
оценки структуры связей. 

Структура функциональных связей в сети 
была оценена с помощью метода кросс-корреля-
ционного анализа последовательностей импуль-
сов спонтанной сетевой активности, регистрируе-
мой различными микроэлектродами (по аналогии 
с [17]). В работе J. le Feber [12] установлено, что 
после электрической стимуляции изменяется ин-
тегральный показатель реорганизации связей в 
нейронной сети — эвклидово расстояние между 
матрицами силы связей для всех пар регистриру-
ющих электродов до и после электрической сти-
муляции.

Мы разработали показатели изменения актив-
ности нейронной сети: коэффициент изменения 
связей, коэффициент изменения силы стабиль-
ных связей, разница среднего числа импульсов, 

перекрытие распределений числа импульсов, раз-
ница задержек середины фазы активации, которые 
позволяют детально оценить изменение функцио-
нальных связей в нейронной сети. Изменения в силе 
связей и реорганизации связей (число появившихся/
исчезнувших связей) указывают на значительные 
функциональные изменения в сети после низкоча-
стотной стимуляции. Интересно отметить, что общее 
количество связей при этом не изменялось.

С помощью разработанных показателей впервые 
было установлено, что изменения активности нейрон-
ной сети на интервале времени 20 мин гораздо боль-
ше, чем на интервале 1 ч. Это может объясняться тем, 
что спонтанные изменения структуры связей сети мо-
гут подавить индуцированные стимуляцией изменения.

Разработанные показатели изменения активности 
нейронной сети представляют собой действенные и 
простые инструменты для оценки функционального 
состояния нейронной сети in vitro при проведении 
длительных электрофизиологических записей на 
микроэлектродных матрицах. Показатели могут при-
меняться в работах по тестированию фармакологи-
ческих препаратов, направленных на улучшение или 
восстановление функционального состояния нерв-
ной ткани.

Заключение. Электрическая стимуляция короткими 
двухфазными прямоугольными импульсами (±800 мВ, 
260 мс на фазу, напряжение первой фазы — положи-
тельное) с низкой частотой (интервал между стиму-
лами 3 с, в течение 20 мин) вызывает в сети длитель-
но культивируемых диссоциированных клеток мозга 
функциональные изменения, а именно — изменения 
архитектуры связей в сетевой активности при стабиль-
ном общем количестве кросс-корреляционных связей. 
Разработанные показатели «коэффициент изменения 
связей» и «коэффициент изменения силы стабильных 
связей» являются чувствительными индикаторами ак-
тивностьзависимой пластичности в нейронной сети. 
Изменение параметров «разница среднего числа им-
пульсов», «перекрытие распределений числа импуль-

Рис. 6. Динамика числа корреляционных связей до и пос ле 
низкочастотной стимуляции
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сов», «разница задержек середины фазы активации» 
после стимуляции наблюдается только на части участ-
ков сети (регистрирующих электродов). Вызванные 
низкочастотной стимуляцией изменения сетевой ак-
тивности сохраняются на протяжении десятков минут. 
На большем интервале времени (1 ч) спонтанные из-
менения структуры связей сети могут подавить изме-
нения, индуцированные стимуляцией.
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