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Нарушение межклеточных контактов в онто-

генезе часто приводит к формированию патоло-

гических нейронных сетей, лежащих в основе 

изменения психических функций мозга, и раз-

витию заболеваний центральной нервной си-

стемы взрослого организма. Исследования кле-

точных взаимодействий в процессе развития 

гиппокампа in vivo затруднены из-за сложности 

визуализации структуры в составе целостного 

мозга, включающей огромное число межкле-

точных связей. Для применения различных ме-

тодов структурно-функциональной визуализа-

ции нейронных сетей в хроническом экспери-

менте идеально подходит одна из распростра-

ненных биологических моделей – первичные 

диссоциированные культуры нервных клеток. 

Кроме того, использование этой модели позво-

ляет исследовать клеточные и сетевые меха-

низмы, лежащие в основе процессов обучения 

[1–4], запоминания [5] и адаптивного управле-

ния [6–8]. 

В настоящее время довольно хорошо изуче-

ны особенности развития клеточных культур 

гиппокампа: морфология клеточных элементов 

[9–12], синаптогенез [13, 14], динамика экс-

прессии различных типов рецепторов [15], ха-

рактер электрической активности [16]. Однако, 

в результате отсутствия комплексных исследо-

ваний морфофункционального состояния кле-

ток в данной биологической модели в процессе 

их длительного культивирования, характер кор-

реляции ультраструктурных изменений форми-

рующихся межнейронных связей с динамикой 

их функциональной активности остается неяс-

ным.  

Цель настоящей работы – изучение ультра-

структурных особенностей синаптогенеза и 

функционального развития нейронной сети 

диссоциированной культуры эмбрионального 

гиппокампа (Е18) при длительном культивиро-

вании in vitro. 

 

Материалы и методы исследования 

 

В качестве объектов исследования исполь-

зовались развивающиеся диссоциированные 

культуры гиппокампа мышиных эмбрионов 

(Е18), культивируемые в течение 30 дней in 

vitro (DIV) при средней плотности клеток 

3000–3500 кл/мм
2
. Методы функционального 

исследования включали многоканальную реги-

страцию внеклеточных потенциалов с помо-

щью мультиэлектродной матрицы системы 

MED64 (Alfa Med Science, Япония), содержа-

щей 64 микроэлектрода [17], с последующим 

анализом биоэлектрической активности 

нейронных сетей первичной культуры гиппо-

кампа, а также регистрацию спонтанного из-
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менения внутриклеточного кальция (Са
2+

-

имиджинга) [12]. В качестве маркера свoбод-

ного кальция использовался чувствительный к 

кальцию краситель Oregon Green BAPTA-1 

AM, флуоресценцию которого фиксировали с 

помощью лазерного конфокального микроско-

па LCM 510 [18]. Морфологические методы 

включали изучение ультраструктуры межкле-

точных контактов в нейронной сети первичной 

культуры гиппокампа с помощью электронно-

го микроскопа. 

 

Результаты и их обсуждение 

 

Формирование структуры межклеточных 

контактов нейронной сети происходило в не-

сколько этапов. В первые 3–5 дней культивиро-

вания в нейропиле обнаруживались вакантные 

постсинаптические уплотнения и незрелые (ще-

левидные, десмосомовидные и симметричные) 

(рис. 1а,б,г) авезикулярные соединения, необ-

ходимые в этот период синаптогенеза для про-

ведения электрических сигналов в формирую-

щейся сети нейронов. Стоит отметить, что были 

обнаружены нетипичные для зрелого мозга сома-

тосоматические (рис. 1а), дендродендритные и 

соматодендритные контакты. Первые Са
2+

-осцил-

ляции были выявлены на 5-й DIV в 1% нейронов, 

которые характеризовались большой длительно-

стью (12.0±1.64 с) и низкой частотой (0.012±0.003 

Гц) осцилляций (таблица). Биоэлектрическая ак-

тивность на 5-й день развития культуры гиппо-

кампа представляла собой единичные спонтанные 

события в виде спайков амплитудой 25.1±2.4 мкВ 

и длительностью 1–1.5 мс на всех электродах. 

Иногда одиночные спайки объединялись в малые 

сетевые пачки, регистрируемые менее чем на 5-ти 

электродах [19]. Появление редких спонтанных 

спайков вызвано шумовыми возмущениями, свя-

занными с развитием клеток (ростом аксона и 

дендритов). Ранее проведенные иммуноцитохи-

мические исследования выявили, что основную 

популяцию клеток культуры в этот период разви-

тия составляли нейроны, в то время как диффе-

ренцированные глиальные клетки с простой фор-

мой отростков были немногочисленны [12]. Такое 

избыточное количество нейронов, часть из ко-

торых (50%) в последующем погибнет в про-

цессе развития культуры, является характерной 

чертой развития центральной нервной системы 

всех позвоночных [20]. При сканировании куль-

туры гиппокампа на 5 DIV в вертикальном 

направлении было выявлено, что нижний слой 

культуры образовывали нейроны, а редкие гли-

альные элементы находились выше монослоя 

нейронов. 

С 5 по 7 DIV происходило формирование 

первых зрелых химических синапсов, появле-

ние которых отмечалось и другими авторами 

[11]. Стоит отметить, что иммунноцитохимиче-

ски с 4-го по 10-й день развития in vitro в куль-

туре была обнаружена интересная закономер-

ность: образование кластеров клеток, в которых 

развивающаяся глиальная сеть, вероятно, созда-

вала необходимые для работы нейронов усло-

вия [12]. В наших исследованиях контакты 

смешанного типа (рис. 1в) составляли основную 

популяцию синапсов на 7-й день развития куль-

туры гиппокампа. Контакты смешанного типа 

представляли собой промежуточную стадию 

развития химического синапса. Необходимо 

отметить, что именно в этот период регистри-

ровалась первая сетевая пачечная активность, 

представляющая собой синхронизованные ма-

лые сетевые пачки импульсов, записанные с 

многих электродов с коротким интервалом сле-

дования (1–50 мс) [19, 21].  

С 14-го дня и до конца второй недели проис-

ходило формирование пачечной активности с 

варьирующейся частотой следования пачек 

(рис. 2).  

Начиная с 21-го дня культивирования in vitro 

длительность сетевых пачек стабилизировалась 

и устанавливалась на уровне 0.4 с. Усложнение 

Таблица 

Результаты Са2+-имиджинга нейронов в составе нейронной сети первичной культуры гиппокампа  

в зависимости от дня развития in vitro 
 

День 

развития in 

vitro 

Частота одиночных Са2+-осцилляций, Гц 
Длительность одиночных Са2+-

осцилляций, с 

Процент 

осцилли-

рующих 

клеток 

5 0.012±0.003 12.7±1.64 1.2 

7 0.03±0.002 7.8±0.55 12.4 

10 0.03±0.004 7.4±2.0 22.7 

14 0.14±0.03 3.9±0.2 57.9 

21 0.17±0.02 0.1±0.003* 0.2±0.02** 3.20±0.17 42.10±5.36* 55.4 

30 0.090±0.006* 0.32±0.04** 7.20±0.65* 92.0 

* Для Са2+-суперосцилляций; ** для Са2+-осцилляций внутри Са2+-суперосцилляций. 
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Рис. 1. Электронно-микроскопические изображения диссоциированных культур гиппокампа на 5 (а, б), 7 (в, 

г), 14 (д), 21 (е) и 30 (ж, з) день развития культуры in vitro. а –  сома-соматический  симметричный контакт, б – 

аксо-аксональный симметричный контакт, в – смешанный аксо-аксональный контакт, сочетающий в себе де-

смосому и асимметричный контакт, г – аксо-дендритный десмосовидный контакт, синаптические везикулы не 

подходят к пресинаптическому уплотнению синапса, д – аксо-шипиковый перфорированный и аксо-

дендритный синапсы, е – аксо-дендритный асимметричный  конвергентный контакт, ж – аксо-шипиковый 

асимметричный контакт, з – перфорированный аксо-дендритный асимметричный синапс. Обозначения: стрел-

ка – контакт; псевдоцвета: зеленый – аксон, синий – дендрит, розовый – дендритный шипик, желтый – сома, 

оранжевый – ядро. Масштаб: 0.5 мкм 

а б 

в г 

д е 

ж з 
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динамики биоэлектрической активности ней-

ронной сети в виде формирования «суперпачек 

спайков» сопровождалось появлением «супер-

осцилляций» внутриклеточного Са
2+

 (рис. 3а). На 

21 день часть клеток продолжала работать в сред-

нем с частотой и длительностью изменения внут-

риклеточного Са
2+

, близкими к 14-му дню разви-

тия (таблица), однако часть высокочастотных 

одиночных осцилляций этих же клеток объединя-

лась в условиях записи 4 кадров/с в так называе-

мые Са
2+

-суперосцилляции. На 21 день длитель-

ность таких суперосцилляций составляла, в сред-

нем, 42.1±5.36 с, а частота их следования 

0.1±0.003 Гц, частота же Са
2+

-событий внутри 

суперосцилляций составила 0.2±0.02 Гц. Наряду с 

этим, происходило практически полное исчезно-

вение незрелых в функциональном отношении 

межклеточных контактов в нейронной сети. По-

лученные результаты in vitro согласуются по вре-

мени с исследованиями по синаптогенезу in vivo 

[10, 22, 23]. Биоэлектрические свойства культуры 

до этого этапа развития характеризовались вре-

      

Рис. 2. Динамика параметров сетевой пачечной активности: межпачечного интервала (а) и длительности сетевой 

пачки (б) в процессе развития нейронных сетей диссоциированных культур гиппокампа in vitro 

 

 

Рис. 3. Растровые диаграммы распределения клеточной активности и нативные записи Са2+-осцилляций одиноч-

ных клеток на 5 (а), 14 (б), 21 (в) и 30 (г) день развития культуры in vitro. Отмечается появление Са2+-

суперосцилляций на 21 и 30 день развития культуры in vitro 
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менным распределением малых пачек в виде 

неинвертированных суперпачек. С 21-го дня 

развития in vitro сетевая активность характери-

зовалась наличием инвертированных суперпа-

чек.  

Таким образом, появление сложной сетевой 

пачечной активности было обусловлено разви-

тием зрелых синаптических контактов и явля-

лось индикатором формирования зрелой ней-

ронной сети. По данным ранее проведенных 

иммуноцитохимических исследований, нейро-

ны в составе культуры к 21 дню располагались 

в виде монослоя равномерно среди дифферен-

цированных глиальных клеток сложной формы. 

При этом количество нейронов существенно 

уменьшалось [12]. 

Необходимо также отметить, что ультра-

структура межнейронных связей стабилизиро-

валась на уровне 21-го дня развития in vitro. С 

21-го по 30-й DIV обнаруживались сложно ор-

ганизованные перфорированные, конвергент-

ные и дивергентные синапсы (рис. 1д,е,з), а в 

шипиках – элементы шипикового аппарата. 

 

Заключение 

 

Продемонстрировано, что в процессе разви-

тия первичных гиппокампальных культур, по-

лученных из мозга эмбрионов мышей (E18), в 

течение месяца происходило изменение реги-

стрируемой сетевой биоэлектрической активно-

сти, обусловленное формированием функцио-

нальной нейронной сети. Появление сложной 

сетевой пачечной активности нейронной сети и 

Са
2+

-суперосцилляций в нейронах было обу-

словлено развитием химических синаптических 

контактов и являлось индикатором формирова-

ния зрелой нейронной сети. В развитии уль-

траструктурных изменений в синапсах и прояв-

лении функциональной активности сети в куль-

туре гиппокампа при высокой плотности клеток 

(3000–3500 кл/мм
2
) выделялись следующие 

критические периоды: 1) 3–5 дней, характери-

зующийся незрелыми (щелевидные, десмосомо-

видные и симметричные) авезикулярными со-

единениями, наличием единичных несинхрон-

ных спайков и длительных единичных Са
2+

-

осцилляций; 2) 5–7 дней, характеризующийся 

появлением первых переходных синапсов сме-

шанного типа и первых малых сетевых пачек, 

представляющих собой синхронную активность 

нескольких нейронов в составе сформирован-

ной, но еще функционально незрелой сети, а 

также наличием коротких единичных Са
2+

-

осцилляций; 3) 14–16 дней, характеризующийся 

появлением аксошипиковых зрелых контактов, 

в том числе перфорированных синапсов, 

усложнением рисунка пачечной активности се-

ти в виде неинвертированных суперпачек и по-

вышением частоты единичных Са
2+

-осцил-

ляций; 4) 21–23 день, характеризующийся до-

минированием зрелых синаптических контак-

тов, наличием сложных инвертированных су-

перпачек и Са
2+

-суперосцилляций, что свиде-

тельствует о формировании морфофункцио-

нально зрелой нейронной сети. Последующее 

развитие культуры гиппокампа характеризуется 

стабильностью функциональной активности, 

появлением более сложных форм синапсов 

(перфорированные, конвергентные и дивер-

гентные). 
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ULTRASTRUCTURAL CORRELATES OF NEURONAL NETWORK ACTIVITY DEVELOPMENT  

IN DISSOCIATED HIPPOCAMPAL CULTURE 

 

О.М. Shirokova, L.Е. Frumkina, Е.A. Agrba, М.V. Vedunova, L.G. Khaspekov, I.V. Mukhina 

 

The article studies ultrastructural characteristics of synaptogenesis and functional development of the neuronal network 

of embryonic hippocampal (Е18) dissociated culture with high cell density (3000 cell/mm2) using multi-electrode registra-

tion of extracellular potentials and confocal fluorescence microscopy of intracellular Ca2+. The stages of the intercellular 

contact development at the ultrastructural level as compared with bioelectrical activity and the dynamics of functional neu-

ronal activity are determined by the parameters of functional Ca2+ imaging. The studies have demonstrated that during the 

development of the dissociated hippocampal culture there have been several critical periods in synaptogenesis associated 

with the formation of a mature functional neuronal network. 

 

Keywords: neuronal network, synaptogenesis, primary dissociated hippocampal culture, electron microscopy, Са2+  im-

aging, network burst, multielectrode array. 
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