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Цель исследования — изучение закономерностей морфофункционального развития нейронных сетей, формируемых длительно 
культивируемыми клетками гиппокампа.

Материалы и методы. Методом электронной микроскопии исследованы ультраструктурные характеристики развивающихся 
межклеточных контактов в нейронной сети, формируемой культивируемыми клетками гиппокампа 18-дневных эмбрионов мыши, в 
сопоставлении с динамикой функциональной сетевой активности нейронов, оцениваемой по параметрам мультиклеточного флюо-
ресцентного Са2+-имиджинга. Параллельно иммуноцитохимическим методом определяли изменения количественного соотношения и 
взаиморасположения культивируемых нейронов и глиальных клеток. 

Результаты. В первичной диссоциированной культуре клеток гиппокампа к 3–4-й неделе in vitro происходит постепенное формиро-
вание зрелых синаптических контактов, что коррелирует с усложнением Са2+-активности нейронов сети. К этому времени отдельные ней-
роны располагаются равномерным монослоем в окружении многочисленных глиальных клеток. Полученные данные отражают морфо-
функциональные закономерности различных этапов развития культуры как биологической модели онтогенеза нейронных сетей in vitro.

Ключевые слова: первичные диссоциированные культуры гиппокампа; нейронные сети; синаптогенез; электронная микроскопия; 
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The aim of investigation was to study the morphofunctional patterns of neuronal network developing in primary long-term hippocampal cell 
cultures.

Materials and Methods. The ultrastructural features of developing intercellular contacts in neuronal network formed by cultured hippocampal 
cells of 18 day-old mouse embryos were studied. The sequence of ultrastructural development of these contacts was compared with dynamics 
of functional network neuronal activity estimated by parameters of multicellular fluorescent Са2+-imaging. At the same time the changes of 
quantitative interrelation and positional relationship of neurons and glial cells were immunocitochemically determined. 

Results. In primary hippocampal cell culture at 3th–4st weeks in vitro the gradual formation of mature synaptic contacts correlates with 
appearence of complex Са2+ neuronal network activity. In this period individual neurons forms a uniform monolayer distributed among numerous 
glial cells. Thus the results obtained reflect morphofunctional patterns of different stages of cultural development as a biological model of 
neuronal network ontogenesis. 

Key words: primary dissociated hippocampal cultures; neuronal networks; synaptogenesis; electron microscopy; Са2+-imaging.

Формирование нейронных сетей — одно из про-
явлений пластичности развивающейся нервной сис-
темы в норме и патологии, поэтому вопрос морфо-
функционального развития головного мозга является 
центральным как в нейробиологии, так и в медицине.  
Нарушение межклеточных контактов в онтогенезе при-
водит впоследствии к развитию патологических ней-
ронных сетей, лежащих в основе изменения психичес-
ких функций мозга, формирования эпилепсии и многих 
других заболеваний центральной нервной системы.

Для исследования различных аспектов функциони-
рования и строения головного мозга существует ряд 
биологических моделей: поведенческие модели in vivo, 
переживающие срезы мозга, культуры ткани и диссо-
циированных клеток различных структур ЦНС и т.д. 
Одной из наиболее адекватных моделей для исследо-
вания закономерностей межклеточных взаимодействий 
и формирования нормальных и/или патологических 
межнейронных и нейроглиальных связей в процессе 
их развития являются первичные диссоциированные 
культуры, в которых процессы жизнедеятельности ней-
ронов и глиальных клеток становятся доступными для 
наблюдения и манипуляций. Кроме того, при низкой 
клеточной плотности культур исследование локализа-
ции и миграции различных клеток в процессе развития 
нейронных сетей упрощается. Наконец, данная модель 
позволяет проводить хронические эксперименты в те-
чение длительного времени (до года и более) [1, 2]. 

В настоящее время хорошо изучены особенности 
развития культур клеток гиппокампа: морфологичес-
кие изменения клеточных элементов [3–5], синаптоге-
нез [6, 7], динамика экспрессии определенных типов 

рецепторов [8], изменение характера электрической 
активности [9]. Однако, поскольку комплексные ис-
следования морфофункционального состояния клеток 
эмбрионального гиппокампа в процессе их длительно-
го культивирования не проводились, характер корре-
ляции ультраструктурных изменений формирующихся 
межнейронных связей с динамикой их функциональной 
активности остается неясным. 

Цель исследования — изучение закономерностей 
морфофункционального развития диссоциированных 
клеток эмбрионального гиппокампа при длительном 
культивировании.

Материалы и методы. Развитие нейронных сетей 
в процессе культивирования оценивалось по функци-
ональным характеристикам Са2+-имиджинга, клеточ-
ному составу формирующейся нейроглиальной сети и 
ультраструктуре межклеточных контактов. 

Диссоциированные культуры гиппокампа. 
Объектом исследования служили диссоциированные 
культуры клеток гиппокампа 18-дневных эмбрионов 
мышей линии СВА. Основные правила содержания и 
ухода за экспериментальными животными соответс-
твовали нормативам, указанным в приказе Минздрава 
России от 23 августа 2010 г. №708н «Об утверждении 
Правил лабораторной практики». Гиппокамп механи-
чески измельчали, после чего обрабатывали 0,25% 
трипсином (Invitrogen, США). Для приготовления куль-
тур суспензию клеток, полученную путем фермен-
тативной и механической диссоциации, наносили на 
покрытые опорным субстратом (полиэтиленимином, 
sigma, США) покровные стекла (по 40 мкл суспензии 
на стекло), помещенные в чашки Петри диаметром 
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35 мм. В каждую чашку вносили по 1 мл нейробазаль-
ной среды NeurobasalTm (Invitrogen), содержащей 2% 
биоактивной добавки В27 (Invitrogen), 2 мМ L-глутами-
на (Invitrogen) и 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки («ПанЭко», Россия). Через сутки для дальнейшего 
культивирования использовали среду с меньшим со-
держанием сыворотки (0,5%). Смену среды проводили 
через день. Культуры содержали в СО2-инкубаторе (5% 
СО2, 95% воздуха), при температуре 35,5°С. В экспери-
ментах использовали культуры на 5, 7, 10, 14, 21 и 30-й 
день in vitro (DIV). 

Кальциевый имиджинг. Мониторинг функцио-
нальной активности осуществляли путем измерения 
динамики концентрации внутриклеточного кальция 
([Ca2+]i) с использованием специфического флюорес-
центного кальциевого красителя Oregon Green 
BAPTA-1 АМ (Invitrogen) и конфокального лазерного 
микроскопа Zeiss Lsm 510 (Германия). Регистрацию 
изменения интенсивности флюоресценции красителя 
в ответ на повышение [Ca2+]i осуществляли при часто-
те смены кадров 4 с–1. По полученным сериям изоб-
ражений строили графики временнόй зависимости 
интенсивности флюоресценции для каждой клетки в 
поле зрения (рис. 1), определяли частоту и длитель-
ность Са2+-осцилляций, а также число спонтанно ос-
циллирующих клеток. По форме Са2+-осцилляций с 
помощью программного обеспечения, реализованно-
го на базе mATlab, выявляли природу осциллирующих 
клеток, что позволяло в дальнейшем анализировать 
динамику [Ca2+]i только в нейронах.

Иммуноцитохимия. Для цитологической характе-
ристики и определения качественного и количествен-
ного клеточного состава культур их фиксировали в 
ледяном метиловом спирте и иммуноцитохимически 
маркировали глию глиальным фибриллярным кислым 
белком (GFAP), а нейроны — ядерным белком NeuN 
(Invitrogen). Первичные антитела (Аbcam) с GFAP ви-
зуализировали с помощью вторичных антикуриных 
антител, связанных с флюоресцентным маркером Cy5 
(millipor, США) (максимальное значение коэффици-

ента поглощения — на длине волны 650 нм, излуче-
ния — 670 нм). Для визуализации первичных антител 
к ядерному белку NeuN использовали вторичные ан-
тимышиные антитела с флюоресцентным маркером 
Alexa 430 (Invitrogen) (максимальное значение коэф-
фициента поглощения — на длине волны 434 нм, из-
лучения — 539 нм). Исследования проводили на кон-
фокальном микроскопе Zeiss Lsm 510. Коэффициент 
соотношения нейронов и глии рассчитывали как отно-
шение количества нейронов к проценту площади, за-
нимаемой глиальными клетками. Значения представ-
лены в усл. ед. в расчете на мм2.

Электронная микроскопия. Для ультраструктурных 
исследований культуры последовательно фиксировали 
в глутаровом альдегиде (2,5%) на фосфатном буфере 
(рН=7,4) и в четырехокиси осмия (1%), обезвоживали 
в спиртах восходящей концентрации, обрабатывали 
смесью 100% этилового спирта с ЭПОН-812 без ката-
лизатора (1:1) в течение 1 ч, заключали в ЭПОН-812 
без катализатора на 10 ч и, наконец, в ЭПОН-812 с 
катализатором (42,7% ЭПОН-812, 43,2% DDsA, 14,2% 
mNA, 2% DmP). Ультратонкие срезы готовили на уль-
тратоме ULTRACUT (Reichert-Jung, Австрия), контрас-
тировали уранилацетатом и цитратом свинца и про-
сматривали в электронном микроскопе morgagni 268D 
(FIE, Нидерланды).

Методы статистики. Полученные данные изменения 
флюоресценции красителя Oregon Green BAPTA-1 АМ, 
отражающие динамику [Ca2+]i  (частоту и длительность 
Са2+-осцилляций), выражали в виде среднего (m) ± 
стандартная ошибка среднего (m). Достоверность ста-
тистических различий выборок определяли с помощью 
непараметрического теста Манна–Уитни, статистичес-
ки значимыми считали различия выборок при р<0,05.

Результаты. Иммуноцитохимическое исследование 
выявило изменения во взаимном расположении и коли-
чественном соотношении нейронов  и глиальных клеток 
в процессе развития культур. На 5-й день in vitro в тол-
ще монослоя нейронов идентифицировались немного-
численные дифференцированные глиальные клетки с 

5 DIV 14 DIV

7 DIV
21 DIV

10 DIV 30 DIV

Рис. 1. Графики изменения абсолютной интенсивности флюоресценции Oregon Green BARTA-1 Am во вре-
мени на разных стадиях развития; масштаб по горизонтали — 20 с, по вертикали — 20 усл. ед.
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простой формой отростков (рис. 2, а–в). К 10-му дню 
нейроны уже не образовывали сплошной монослой, а 
распределялись среди множества глиальных элемен-
тов с более сложной формой отростков (рис. 2, г–е). На 
14-й и 21-й день в культурах преобладали глиальные 
клетки, а отдельные нейроны располагались равномер-
но редким монослоем (рис. 2, ж–м). 

Первые Са2+-осцилляции, отражающие измене-
ния [Ca2+]i, были зарегистрированы уже на 5-й DIV, 
но только в 1% нейронов (рис. 3, в), и характеризо-
вались низкой частотой (0,012±0,003 Гц) и большой 
длительностью (12,00±1,64 с) (рис. 3, а, б). На 7–10-й 
день частота осцилляций незначительно возрастала 
(до 0,030±0,007 Гц), а их длительность снижалась (до 
8,00±0,55 с). Для 14-го DIV было характерно резкое 
уменьшение длительности осцилляций (до 3,7±0,2 с) и 
увеличение их частоты (до 0,14±0,03 Гц), а число ней-
ронов, в которых наблюдались спонтанные осцилляции, 
повышалось до 54% (рис. 3, а, б, в). На 21-й DIV Са2+-
осцилляции по длительности и частоте статистически 
не отличались от 14-го DIV (рис. 3, а, б), однако их ри-
сунок изменялся: среди возникающих спонтанно оди-
ночных изменений [Ca2+]i с частотой 0,17±0,02 Гц и дли-

тельностью 3,40±0,17 с появлялись «суперосцилляции» 
длительностью 42,00±5,36 с и частотой 0,010±0,003 Гц, 
состоящие из большого числа одиночных осцилляций с 
частотой 0,20±0,02 Гц.

К 30-му дню обнаруживались только «суперосцил-
ляции», отличавшиеся по своему паттерну от наблю-
даемого на 21-й DIV: их длительность снижалась до 
7,00±0,65 с, а частота повышалась до 0,090±0,006 Гц 
наряду с повышением частоты одиночных Са2+-сиг-
налов в составе «суперосцилляций» до 0,32±0,04 Гц. 
Кроме того, общее число активных нейронов на 30-й 
DIV возрастало до 92%.

Ультраструктурный анализ культур на 5-й DIV вы-
явил в нейропиле вакантные постсинаптические уплот-
нения и преобладание незрелых (десмосомовидных, 
щелевидных и симметричных) авезикулярных соеди-
нений, формирующих нетипичные для зрелого мозга 
дендродендритные (рис. 4, а, б), соматосоматические 
(рис. 4, в) и соматодендритные (рис. 4, г) контакты, 
способные в этот период развития синапсов проводить 
электрические сигналы. На 7-й DIV десмосомы, лока-
лизованные на одном протяжении с симметричным 
или асимметричным соединением, формировали сме-
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Рис. 2. Флюоресцентные изображения диссоциированных культур гиппокампа на 5-й (а, б, в), 10-й (г, д, е), 14-й (ж, з, и) и 21-й 
(к, л, м) день развития in vitro. Глиальные клетки маркируются первичными антителами к GFAP (а, г, ж, к), ядра нейронов — ан-
тителами к ядерному белку NeuN (б, д, з, л); масштаб — 50 мкм
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Рис. 3. Графики зависимости длительности (а) и частоты (б) на разных временны′ х этапах развития гиппокампальных культур 
in vitro: сиреневый цвет — среднее значение для осцилляций, светло-зеленый — для суперосцилляций, темно-зеленый — для 
осцилляций внутри «суперосцилляций»; в — число работающих клеток и г — коэффициент соотношения нейрон/глия на разных 
временны′ х интервалах развития плотных гиппокампальных культур in vitro; * — p<0,05; ** — p<0,001

а б

в г
Рис. 4. Электронограммы десмо-
сомовидных дендродендритных (а, 
б), соматосоматических (в) и сома-
тодендритных (г) авезикулярных 
контактов (показаны стрелками). 
5 DIV. Масштаб — 1 мкм. Здесь и 
далее: Ак — аксон; Д — дендрит; 
Фил — филоподия; Цит — цито-
плазма; Ш — шипик; ша — шипи-
ковый аппарат; Я — ядро; сп — си-
наптические пузырьки

О.М. Широкова, Л.Е. Фрумкина, М.В. Ведунова, Е.В. Митрошина, Ю.Н. Захаров, Л.Г. Хаспеков, ...
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шанные контакты (рис. 5), представляющие собой про-
межуточную стадию развития химического синапса. 
Первые зрелые химические синапсы в этот период раз-
вития культур были как асимметричными аксодендрит-
ными (рис. 5, б), так и симметричными, в том числе ак-
сошипиковыми (рис. 5, г), в которых пресинаптические 
терминали содержали многочисленные синаптические 
пузырьки. Через 2 нед культивирования в нейропиле 
еще присутствовали смешанные контакты (рис. 6, а), 
но появлялись типичные симметричные (тормозные) 
аксосоматические (рис. 6, в) и многочисленные асим-
метричные (возбуждающие) зрелые синапсы, основную 

популяцию которых составляли аксошипиковые кон-
такты (рис. 6, г). Кроме того, начинали формироваться 
перфорированные синапсы (рис. 6, б, г), которые могут 
повышать эффективность нейротрансмиссии. С 21-го 
по 30-й DIV обнаруживались сложно организованные 
перфорированные, дивергентные и конвергентные кон-
такты (рис. 7, в, г), а в шипиках — элементы шипиково-
го аппарата (рис. 7, а, б, г).

Необходимо подчеркнуть, что в течение первых 
трех недель культивирования количество межней-
ронных контактов в нейропиле, содержащих сфор-
мированные постсинаптические уплотнения, посте-

Рис. 5. Электронограммы смешан-
ных аксодендритных (а, в), асим-
метричного аксодендритного (б) 
и симметричного аксошипикового 
(г) везикулярных синаптических 
контактов (показаны стрелками). 
7 DIV. Масштаб — 1 мкм

Рис. 6. Электронограммы сме-
шанных аксодендритного (а) и 
аксосоматического (в), перфо-
рированных аксодендритного (б) 
и аксошипикового (г) синапсов 
(сплошные стрелки). Пунктирные 
стрелки — перфорации. 14 DIV. 
Масштаб — 1 мкм

а б

в г

а б

в г
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пенно нарастало, что свидетельствует об усилении 
процессов морфофункциональной дифференциров-
ки синапсов.

обсуждение. Характерной чертой развития цент-
ральной нервной системы позвоночных является пер-
воначальное образование избыточного количества 
нейронов, часть из которых (больше 50%) погибает в 
процессе онтогенеза [10]. Такая же закономерность 
наблюдалась и в развитии клеток эмбрионального 
гиппокампа in vitro (см. рис. 2). В первые дни куль-
тивирования множество нейронов формировали 
несинаптические контакты, которые обеспечивали 
морфофункциональную стабилизацию нейрональ-
ной сети на ранних этапах ее развития. Наличие мно-
жества свободных постсинаптических уплотнений 
подтверждает мнение авторов [11] о готовности пост-
синаптического сайта мембраны нейронов к форми-
рованию зрелого контакта, однако на 5-й DIV сетевая 
активность практически отсутствовала, поскольку 
Ca2+-осцилляции регистрировались всего у 1% ней-
ронов. Повышение Са2+-активности на 7-й DIV может 
быть связано с формированием первых химических 
синапсов, появление которых отмечалось и другими 
авторами [5]. Именно в этот период регистрировалась 
первая пачечная активность в виде случайных спай-
ков и синхронизованных пачек импульсов [12, 13]. На 
10-й DIV иммуноцитохимический анализ обнаружил 
формирование морфологических кластеров, в кото-
рых глиальные клетки создавали необходимые усло-
вия для функционирования нейронов, что отражалось 
в повышении количества активных клеток до 20% (см. 
рис. 3, в). Со 2-й недели культивирования уменьше-
ние длительности Са2+-осцилляций и увеличение их 
частоты совпадало по времени с дальнейшим услож-
нением ультраструктуры химических синапсов, среди 
которых преобладали зрелые аксошипиковые контак-

ты, способствующие, как полагают, повышению эф-
фективности синаптической передачи [14], о высокой 
активности которой свидетельствуют заполненные 
везикулами аксонные терминали. 21-й DIV характери-
зовался появлением кальциевых «суперосцилляций», 
сопровождавшимся усложнением биоэлектрической 
активности нейронной сети в виде формирования су-
перпачек спайков [8, 15, 16]. Наряду с этим на ультра-
структурном уровне происходило практически полное 
исчезновение незрелых в функциональном отноше-
нии контактов, что согласуется во времени с данными 
по синаптогенезу in vivo [4, 17, 18]. 

Таким образом, полученные нами данные о дина-
мике формирования нейронной сети in vitro на морфо-
функциональном уровне в целом соответствуют общим 
представлениям об основных стадиях нейрогенеза и 
свидетельствуют о том, что культура клеток гиппокам-
па может рассматриваться как адекватная биологи-
ческая модель нейронных сетей головного мозга. Со 
2-й недели культивирования для нейронов характерна 
устойчивая синхронная активность, а основную пoпу-
ляцию синапсов составляют зрелые аксодендритные и 
аксошипиковые контакты.

Заключение. Диссоциированная культура клеток 
гиппокампа может рассматриваться как адекватная 
биологическая модель нейронных сетей головного 
мозга. Начало исследований зрелых нейронных се-
тей, формируемых культивируемыми нейронами, сле-
дует проводить в срок с 14-го по 21-й день in vitro, ког-
да  основную пoпуляцию синапсов составляют зрелые 
аксодендритные и аксошипиковые асимметричные 
контакты. В функциональном отношении культуры на 
этом этапе развития также характеризуются устойчи-
вой синхронной активностью. Численное соотноше-
ние нейронов и глии соответствует соотношению кле-
ток в нативном мозге.

Рис. 7. Электронограммы аксо-
шипиковых (а, б, г) и перфори-
рованного аксодендритного (в) 
синапсов (показаны стрелками). 
На г показан сложноорганизован-
ный дивергентный синапс. 21-й 
(а), 25-й (в, г), 30-й (б) день in vitro. 
Масштаб — 1 мкм

а б

в г
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