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Однофотонный миниатюрный флуоресцентный микроскоп (минископ) позволяет 
визуализировать кальциевую активность in vivo у свободно передвигающихся лабо-
раторных животных, обеспечивая возможность отслеживания клеточной активнос-
ти в ходе изучения процессов формирования памяти, обучения, сна и социального 
взаимодействия. Однако использование кальциевых сенсоров для прижизненной 
визуализации имеет ограничения, связанные с их относительно медленной (мил-
лисекундной) кинетикой, что осложняет регистрацию высокочастотной спайковой 
активности. Интеграция методов однофотонной миниатюрной флуоресцентной ми-
кроскопии с электрофизиологической регистрацией, обладающей микросекундным 
разрешением, представляет собой потенциальное решение этой проблемы. Такое со-
четание методов дает возможность одновременной регистрации оптической и элек-
трофизиологической активности на одном животном in vivo. В данном исследовании 
разработан гибкий полиимидный микроэлектрод, который был совмещен с гради-
ентной линзой минископа. Проведенные в исследовании тесты in vivo подтвердили, 
что совмещенный с градиентной линзой микроэлектрод реализует одновременную 
однофотонную кальциевую визуализацию и регистрацию локальных полевых по-
тенциалов в гиппокампе взрослой мыши.
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СОКРАЩЕНИЯ И ТЕРМИНЫ

Измерители RLC – это приборы, используемые для измерения электрических па-
раметров компонентов и цепей, таких как сопротивление (R), индуктивность (L) и ем-
кость (C).

Локальные полевые потенциалы (ЛПП) – электрические сигналы, которые отража-
ют суммарную активность популяций нейронов в определённой области мозга.

Минископ – однофотонный миниатюрный флуоресцентный микроскоп.
Парилен C (Поли-пара-ксилилен) – полимер, который широко используется как би-

осовместимое, устойчивое к коррозии покрытие в медицинских устройствах, электро-
нике и др. Данный полимер оптически прозрачен, используется в виде пленок или по-
крытий благодаря своим хорошим диэлектрическим и теплоизоляционным свойствам, 
а также химической инертности.

Тетрод – это миниатюрный электрод, состоящий из нескольких проводников, обыч-
но четырех, уложенных параллельно друг другу. Он используется в нейрофизиологи-
ческих исследованиях для записи электрической активности нейронов в живых орга-
низмах.

Фотоэлектрический артефакт – это нежелательное искажение или помеха в измере-
ниях или данных, вызванная воздействием света на оборудование или сенсоры.

Ca2+ – кальций.
GCaMP – генетически-кодируемые кальциевые индикаторы, тип интенсиометриче-

ских биосенсоров, используемых для обнаружения и измерения концентрации ионов 
кальция в живых клетках. Представляют собой слияние зеленого флуоресцентного 
белка (GFP), кальмодулина (CaM) и M13, пептидной последовательности из киназы 
легкой цепи миозина.

GRIN-линза (градиентно-индексная линза) – оптическая линза с изменяющимся по-
степенно коэффициентом преломления вдоль своей оси. Этот тип линзы имеет специ-
альную структуру, которая обеспечивает изменение показателя преломления от центра 
к краям линзы, что позволяет фокусировать свет на протяжении всей длины линзы.

PEDOT: PSS (поли(3,4-этилендиокситиофен): полистиролсульфонат) – это смесь 
полимеров, широко используемая в электронике и оптике благодаря своим уникальным 
электропроводным и оптическим свойствам. Этот материал обладает высокой прово-
димостью при комнатной температуре и хорошей прозрачностью в видимом спектре.

ВВЕДЕНИЕ

Визуализация кальция (Са2+) in vivo и электрофизиологическая регистрация ней-
ронной активности с помощью микроэлектродов в живых организмах являются 
перспективными методами современной нейробиологии. Основной причиной объе-
динения электрофизиологических методов с визуализацией кальция являются ограни-
чения, связанные с использованием кальциевых индикаторов [1, 2], т. к. визуализация 
Са2+ имеет низкое временное разрешение по сравнению с электрофизиологическими 
методами [3–5]. Кроме того, такое сочетание методов дает возможность регистрации 
разных типов активности (оптической и электрофизиологической) на одном животном 
in vivo.

Двухфотонная и однофотонная микроскопия – методы визуализации, широко ис-
пользуемые в биологических исследованиях для визуализации клеток и тканей с вы-
соким разрешением. Каждый метод имеет свои уникальные особенности и области 
применения, обусловленные принципами поглощения фотонов и взаимодействия 
с биологическими образцами. Однофотонная микроскопия основывается на прин-
ципе поглощения одного фотона, необходимого для перевода молекулы из основно-
го в возбужденное состояние. Для данного процесса необходимы фотоны с высокой 
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энергией (малой длиной волны), соответствующей разнице энергий между основным 
и возбужденным состояниями флуорофора. Возбужденные молекулы, в свою очередь, 
испускают фотоны меньшей энергии (большей длины волны), что сопровождается 
их возвращением в основное состояние, которое регистрируется для формирования 
изображения. Данный метод позволяет получать изображения образцов с высоким 
разрешением, но имеет ограничение по глубине проникновения (до 200 мкм) из-за 
рассеяния и поглощения более коротких длин волн в биологических тканях [6]. Двух-
фотонная микроскопия основана на принципе одновременного поглощения двух фото-
нов меньшей энергии (большей длины волны) для возбуждения молекулы из основно-
го состояния в возбужденное, этот процесс известен как «двухфотонный эффект» [7]. 
Ключевые преимущества двухфотонной микроскопии по сравнению с однофотонной 
включают высокую проникающую способность (до 1 мм), обусловленную меньшим 
рассеянием и поглощением более длинных волн, а также более высокое разрешение 
и скорость сканирования. Благодаря нелинейному характеру двухфотонного поглоще-
ния возбуждение флуорофоров ограничено областью фокальной точки, что снижает 
фотообесцвечивание и фотоповреждение образца за пределами фокальной области [8]. 
Вследствие этих характеристик двухфотонная микроскопия наиболее широко приме-
няется для прижизненной кальциевой визуализации [7, 9, 10].

Для электрофизиологической регистрации применяются микроэлектроды из раз-
личных токопроводящих материалов, например, меди, золота, алюминия и титана 
[11], а также матрицы на основе углеродных нанотрубок и графена [12, 13]. В качестве 
подложек могут использоваться гибкие полимеры [11], которые выполняют защитную 
и диэлектрическую функцию, а в качестве жесткой подложки – кремний. При этом ми-
кроэлектроды возможно комбинировать в микроэлектродные массивы, включающие 
до тысяч контактов [14]. При использовании микроэлектродов в нейробиологических 
исследованиях для токопроводящих материалов и для полимерных подложек важны 
такие свойства, как биосовместимость и устойчивость к коррозии. В свою очередь, 
проводимость материала, а также конструкция и геометрия микроэлектродов опреде-
ляют импеданс и пространственную разрешающую способность.

Импеданс – это мера сопротивления микроэлектрода переменному току. В нейро-
биологических исследованиях in vivo на нейронных популяциях импеданс измеряется 
в диапазонах частот от 0.1 до 1000 Гц. Низкие значения импеданса являются важной 
характеристикой для записи нейронной активности, так как значения выше 5 MΩ мо-
гут вызывать шумы и затухание сигнала [15]. Важно учитывать, что значение импе-
данса можно снизить за счет увеличения эффективной площади и шероховатости по-
верхности микроэлектрода при гальваническом покрытии и осаждении проводящими 
полимерами PEDOT и PEDOT/PSS [16], платиновой чернью [17] и оксидом иридия 
[18]. Измерение импеданса микроэлектрода происходит с помощью RLC-метра по ме-
тоду автоматической балансировки электрического моста [19].

Также важной характеристикой микроэлектродов, определяющей точность локали-
зации нейронной активности, является пространственная разрешающая способность, 
которая зависит от плотности размещения контактов электродов, их конструкции 
и диаметра токопроводящих дорожек [20]. Металлические контакты микроэлектродов 
для электрофизиологических записей имеют диаметр от 10 до 200 мкм и межэлектрод-
ное расстояние от 10 до 500 мкм в зависимости от типа микроэлектродов, исследуемой 
области и типа сигнала [21].

В качестве жесткой подложки при изготовлении микроэлектродов часто исполь-
зуют кремний. Однако такие микроэлектроды обладают недостаточной прочностью 
и могут вызывать воспалительные реакции [22]. По этой причине появились микроэ-
лектроды на гибкой полимерной подложке, которые более биосовместимы и подходят 
для хронической имплантации в мозг, кроме того, они лучше адаптируются под дви-
жение ткани, что помогает избежать повреждения [23]. Для гибких микроэлектродов 
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используют такие материалы, как SU-8 (покрытие на основе эпоксидной смолы) [24], 
парилен-С (органический гидрофобный полимер с высокой биосовместимостью) [25], 
PDMS (силикон) [26] и полиимид (химически и термически стабильный биосовмести-
мый полимер) [27].

Полиимидные микроэлектроды активно используются в нейробиологических ис-
следованиях благодаря своей биосовместимости, диэлектрической прочности и гиб-
кости, превосходящей хрупкие микроэлектроды на основе кремния [11]. В частности, 
микроэлектроды на основе полиимида стали применять для регистрации локальных 
полевых потенциалов. ЛПП, получаемые путем низкочастотной фильтрации исходно-
го сигнала, регистрируемого микроэлектродами, в основном отражают синаптическую 
активность популяции нейронов вокруг микроэлектрода [28].

В ходе экспериментов полиимидные микроэлектроды обеспечили надежную хро-
ническую нейронную запись у лабораторных грызунов, продемонстрировав практиче-
ское применение и долговечность в течение нескольких недель после операции [23, 29]. 
Их механическая и электрическая стабильность была подтверждена после длительно-
го воздействия фосфатно-солевого буфера и испытаниями in vivo, что свидетельствует 
об их долговечности [30]. Кроме того, у микроэлектродов на основе полиимида от-
сутствует фотоэлектрический эффект в отличие от кремниевых микроэлектродов [31].

В качестве токопроводящего материала для микроэлектродов часто используют 
медь из-за ее доступности и высокой электрической проводимости (5.96 × 107 См/м), 
однако данный материал обладает плохой биосовместимостью и склонен к окислению 
[32], поэтому дополнительно токопроводящие дорожки могут гальванировать золотом, 
которое нетоксично, широко используется в медицине и устойчиво к коррозии [33].

На данный момент разработано несколько видов микроэлектродов для совмещения 
двухфотонной визуализации и электрофизиологической регистрации [34–40], например, 
для электрокортикографии (ЭКоГ) [41]. В одной из работ [36] использовались прозрач-
ные графеновые микроэлектроды и конфокальная двухфотонная микроскопия для однов-
ременной визуализации кальция и регистрации нейронной активности в переживающих 
срезах гиппокампа. В другом исследовании [37] была проведена одновременная двухфо-
тонная визуализация и регистрация кортикальной активности in vivo с использованием 
прозрачных графеновых микроэлектродов, нанесенных на оптически прозрачную под-
ложку из парилена-C [42, 43]. Также в одной из статей [38] был описан прозрачный мас-
сив микроэлектродов, выполненных из тонких пленок в форме сети углеродных нано-
трубок, для сочетания с двухфотонной микроскопией, что позволило успешно выявить 
корреляцию между сигналом ЭКоГ и двухфотонной кальциевой визуализацией в икталь-
ном состоянии. В других исследованиях [39, 40] сообщалось о применении прозрачного 
кортикального массива микроэлектродов из полимера PEDOT: PSS для одновременной 
электрофизиологической регистрации и кальциевой визуализации с помощью двухфо-
тонной микроскопии. Дополнительные сведения о прозрачных микроэлектродах можно 
найти в обзорах Kuzum с соавт. [36] и Cho с соавт. [44].

Однако у in vivo двухфотонной микроскопии имеются значительные ограничения, та-
кие как необходимость фиксации экспериментального животного и ограничения в визу-
ализации глубоких структур мозга. Проблема фиксации была преодолена после создания 
двухфотонных миниатюрных микроскопов [45–48]. Несмотря на преимущества таких 
микроскопов, их широкое использование в современных исследованиях в настоящее 
время ограничено из-за сложностей, связанных с их внедрением и стоимостью [49]. Тем 
не менее развитие генетически-кодируемых кальциевых индикаторов [50] и КМОП-сен-
соров в портативных устройствах привело к развитию миниатюрной однофотонной ми-
кроскопии, которая позволила проводить исследования на свободно перемещающихся 
лабораторных животных [51]. В результате появились однофотонные миниатюрные флу-
оресцентные микроскопы (минископы), которые стали перспективным инструментом 
для визуализации нейронной активности in vivo благодаря своим компактным размерам, 
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хорошему разрешению, возможности визуализации глубоких структур головного мозга, 
например, гиппокампа за счёт имплантации GRIN-линз [52–57].

Следует отметить, что в настоящее время объединение электрофизиологической 
регистрации и однофотонной миниатюрной микроскопии остается нерешенной про-
блемой, однако было предпринято несколько попыток для ее преодоления. На текущий 
момент представлен проект (Ephys miniscope, E-Scope) и научное исследование [1], 
в которых были предложены возможные варианты объединения однофотонной визуа-
лизации кальция in vivo и электрофизиологической регистрации.

Проект E-Scope (http://miniscope.org/neuronex/ephys-miniscope/) основан на модифи-
кации однофотонного миниатюрного микроскопа, которая заключается в формировании 
направляющих на корпусе минископа для размещения в них тетродов. Такой подход по-
зволяет регистрировать нейронную активность с помощью тетродов путем их размеще-
ния под или около градиентной линзы и осуществлять одновременную визуализацию 
кальция [56]. Несомненным преимуществом данного подхода является возможность 
регистрации большого количества каналов (16, 32, 64 и 128 каналов), однако сущест-
венным недостатком является необходимость хронической фиксации минископа вместе 
с массивом тетродов. Кроме того, недостатками также являются дополнительное повре-
ждение тканей мозга при имплантации тетродов и увеличение габаритов и массы ми-
нископа, что может негативно сказаться на поведении экспериментального животного.

В исследовании Wu с соавт. [1] использовался другой подход, который заключал-
ся в размещении прозрачного микроэлектрода на нижнем торце градиентной (GRIN) 
линзы. При таком подходе не требуется хронически фиксировать минископ вместе 
с микроэлектродом. Также не происходит значительного увеличения габаритов, массы 
миниатюрного микроскопа и дополнительного повреждения тканей мозга. Разрабо-
танный 4-канальный прозрачный микроэлектрод позволил одновременно записывать 
электрофизиологические данные и визуализировать кальциевую активность у свобод-
но перемещающейся мыши. Тем не менее существенным недостатком рассмотренного 
подхода является ограничение в количестве регистрируемых каналов, так как контакты 
микроэлектрода, расположенные на нижней поверхности GRIN-линзы, частично за-
крывают область визуализации.

В данном исследовании предлагается альтернативный метод, заключающийся 
в объединении гибкого микроэлектрода с медными токопроводящими дорожками 
и позолоченными регистрирующими контактами на полиимидной подложке с боковой 
стороной градиентной линзы для одновременной однофотонной кальциевой визуали-
зации и электрофизиологической регистрации in vivo.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лабораторные мыши
Для проведения данного исследования была создана колония мышей дикого типа 

из линии B6SJL (номер стока #100012), поставляемых Лабораторией Джексона (Бар 
Харбор, Мэн, США). Животные размещались в условиях вивария, в клетках по четы-
ре – пять особей, с обеспечением регулируемого светового цикла день/ночь продолжи-
тельностью 12/12 ч и постоянным доступом к корму и воде.

Микроэлектрод
Для проведения исследования в программе Altium Designer (Altium, Сан-Диего, 

Калифорния, США) был разработан 12-канальный (6 регистрирующих контактов на 
каждой стороне) полиимидный микроэлектрод (рис. 1), а также переходной шлейф для 
подключения микроэлектрода к беспроводному электрофизиологическому модулю 
[58] (рис. 2).
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Рис. 1. 12-контактный полиимидный микроэлектрод, разработанный для объединения с градиентной линзой 
минископа: (a) – Схема; (b) – Фотография микроэлектрода.
Производство микроэлектрода и переходного шлейфа осуществлялось в компании ООО «Резонит» (Москва, 
Россия), специализирующейся на производстве и сборке печатных плат.
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Рис. 2. Переходной шлейф для подключения микроэлектрода к беспроводному электрофизиологическому 
комплексу: (a) – Схема; (b) – Фотография переходного шлейфа.
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Микроэлектрод и переходной шлейф изготавливались из полиимидной основы, 
ламинированной медной фольгой с обеих сторон (рис. 3а). На первом этапе на заго-
товку наносился фоточувствительный материал (фоторезист) в условиях чистой ком-
наты с желтым освещением, чтобы исключить воздействие ультрафиолетового света 
(рис. 3b). Далее проводилось экспонирование фоторезиста (рис. 3c) с использованием 
позитивного фотошаблона, соответствующего схеме микроэлектрода или переходно-
го шлейфа. После удаления фотошаблона изображение проявлялось на фоторезисте, 
где незасвеченные участки растворялись, а засвеченные участки оставались на плате, 
так как полимеризовались и теряли способность к растворению (рис. 3d). Эти участ-
ки были необходимы для избирательного гальванического осаждения меди (рис. 3e). 
Затем для защиты осажденных участков наносился металлорезист, имеющий более 
низкую скорость травления по сравнению с медью (рис. 3f). После удаления фоторези-
ста проводилось травление меди, во время которого незащищенная медь растворялась, 
оставляя рисунок токопроводящих дорожек (рис. 3g). После травления удалялся ме-
таллорезист (рис. 3h) и наносился покровный слой полиимида с предварительно сфор-
мированными отверстиями, соответствующими местоположению контактов (рис. 3i). 
На заключительной стадии открытые участки меди покрывались золотом для заверше-
ния процесса изготовления микроэлектрода (рис. 3j).
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Рис. 3. Процесс производства микроэлектрода и переходного шлейфа в поперечном сечении: (a) – Исходный 
материал; (b) – нанесение фоторезиста; (c) – экспонирование фоторезиста; (d) – проявление фоторезиста; (e) – 
гальваническое осаждение меди; (f) – нанесение металлорезиста; (g) – удаление фоторезиста; (h) – травление 
меди; (i) – удаление металлорезиста; (j) – нанесение покровного слоя полиимида; (k) – нанесение слоя золота.
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На каждой стороне микроэлектрода было сформировано по 6 токопроводящих ка-
налов, образующих в сумме 12 регистрирующих контактов. Эти контакты располага-
лись в шахматном порядке на торце нижней части микроэлектрода, размеры которой 
составляли 5 × 1 мм (рис. 1а). Толщина микроэлектрода составляла 0.2 мм. Размеры 
регистрирующих контактов составляли 0.1 × 0.02 мм, а межэлектродное расстояние – 
0.3 мм. Общая длина микроэлектрода равнялась 20 мм, длина полиимидного шлейфа – 
15 мм, а его ширина – 2 мм.

Для подключения к беспроводному электрофизиологическому модулю на микро-
электроде использовался разъем Hirose BM10B(0.8)-20DP-0.4V (Hirose Electric, Ка-
нагава, Япония). После изготовления микроэлектрода регистрирующие контакты 
покрывались слоем золота толщиной 5 мкм. Данный слой формировался методом элек-
троосаждения из раствора золота с концентрацией 0.8 г/л при плотности тока 15 мА/
мм² и температуре 25 °C, используя лабораторный источник питания (АКИП, Ижевск, 
Россия). Оценка импеданса микроэлектрода осуществлялась в 0.1 М фосфатно-соле-
вом буфере. Измерение импеданса проводилось с помощью RLC метра (AMM-3035, 
АКТАКОМ, Москва, Россия). В процессе измерений использовались переменные си-
нусоидальные сигналы с амплитудой напряжения 5 мВ и частотами от 0.1 до 1000 Гц. 
В указанном диапазоне частот значения импеданса колебались от 6.28 до 0.14 MΩ.

Финальная форма микроэлектрода формировалась путем его расположения вокруг 
градиентной линзы диаметром 1.8 мм так, чтобы торцы линзы и микроэлектрода были 
выровнены. Для фиксации этой конструкции использовалось металлическое кольцо, из-
готовленное из стальной трубки диаметром 2 мм, разрезанной продольно с одной сторо-
ны (рис. 4a). Конструкция формовалась в течение 2 мин при температуре 300 °C. Затем 
микроэлектрод крепился к градиентной линзе с использованием гелеобразного цианоак-
рилатного клея общего назначения Loctite 454 (Henkel, Дюссельдорф, Германия). Шлейф 
микроэлектрода отгибался на 90 градусов относительно GRIN-линзы (рис. 4b), при этом 
расстояние от верхнего торца линзы до места изгиба составляло 1.5 мм. Эта операция 
обеспечивала надежную фиксацию линзы при имплантации в головной мозг лаборатор-
ного животного и последующей установке опорной площадки минископа.

(a) (b)Front view GRIN lens combined with microelectrode

Microelectrode
after molding

The metal ring for molding
a microelectrode

12-channel polyimide
microelectrode

Back view

GRIN lens 

GRIN lens 

Рис. 4. 12-канальный микроэлектрод. (a) – Формовка 12-канального микроэлектрода вокруг GRIN-линзы 
диаметром 1.8 мм с использованием металлического кольца для последующей термической обработки; (b) – 
Комплекс GRIN-линза-микроэлектрод.
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Стереотаксические хирургические операции
Все хирургические вмешательства выполнялись под общей анестезией с исполь-

зованием изофлурана в концентрации 1.5–2%. Начало хирургической процедуры осу-
ществлялось после подтверждения отсутствия болевых рефлексов у животного.

Для прижизненной кальциевой визуализации и одновременной электрофизи-
ологической регистрации в гиппокамп правого полушария 3-месячной мыши ди-
кого типа линии B6SJL вводили 1 мкл аденоассоциированного вируса AAV5.Syn.
GCaMP6f.WPRE.SV40 с титром 1 × 1013 вирусных частиц на мл. Доставка вируса 
в гиппокамп осуществлялась со скоростью 100 нл в мин c помощью шприца 75 RN 
на 5 мкл (#65460–03, Hamilton, Рино, Невада, США) в соответствии со стандарт-
ным протоколом [59]. Процедура проводилась с использованием следующих коор-
динат стереотаксической установки (68001, RWD Life Science, Шэньчжэнь, Китай): 
AP –2.1; DV –1.8; ML –2.1.

Через 4 недели после введения вируса производилась имплантация GRIN-линзы 
диаметром 1.8 мм (#64–519, Edmund Optics, Флорида, США), объединенной с микроэ-
лектродом. Относительно координат имплантации вируса формировались направляю-
щие отверстия и проводилась круговая краниотомия размером 2.1 мм с использованием 
стоматологического бора. После этого костный фрагмент и твердая мозговая оболочка 
были аккуратно удалены. В случае кровотечения зона имплантации дополнительно 
промывалась фосфатно-солевым буферным раствором и заполнялась гемостатической 
губкой (ФНПЦ Белкозин, Россия). На противоположной от места имплантации сторо-
не черепа с помощью стоматологического бора создавалось небольшое отверстие для 
установки микровинта M1 x 3, который соединялся с серебряной проволокой (#783500, 
AM-systems, Вашингтон, США). Эта проволока затем подключалась к контакту за-
земления микроэлектрода. Для удаления слоев коры над гиппокампом использовался 
стоматологический аспиратор ОМ-1 (Утес, Россия) и шприц с тупым концом [56]. Во 
время этой процедуры область отбора периодически заполнялась фосфатно-солевым 
буфером, процесс продолжался до появления серебристых волокон. Затем комплекс 
GRIN-линза-микроэлектрод с помощью специального крепления фиксировался в сте-
реотаксической установке и опускался на глубину 1.4 мм ниже верхней части черепа 
в заранее подготовленную область имплантации. Наружная поверхность GRIN-линзы 
и микроэлектрода закреплялась на черепе с помощью цианокрилатного клея Cosmofen 
CA-500.200 (Weiss Chemie, Хайгер, Германия). После высыхания клея держатель 
GRIN-линзы удалялся, а костная ткань покрывалась светоотверждаемым стоматоло-
гическим цементом ДентЛайт флоу (ВладМиВа, Россия). По завершении операции 
уровень анестезии изофлураном снижался до 0%, животному подкожно вводилось 0.1 
мл дексаметазона «Кортексон Ретард» (SYVA Laboratorios S.A, Леон, Испания) и его 
переносили в клетку с терморегулирующим электрическим подогревательным коври-
ком для восстановления.

В начальный послеоперационный период животное получало мягкую пищу, та-
кую как мелкоизмельченная каша. Через три недели после имплантации произво-
дилась фиксация опорной площадки (base plate) минископа на черепе животного 
с использованием светоотверждаемого стоматологического цемента (ДентЛайт флоу, 
ВладМиВа, Россия). Минископ подключался к цифро-аналоговому преобразовате-
лю (Labmaker, Берлин, Германия) и осуществлялась визуализация с использовани-
ем свободно распространяемого программного обеспечения Portable Miniscope Data 
Acquisition (Pomidaq, 0.5.1, https://github.com/bothlab/pomidaq) на персональном ком-
пьютере. Опорная площадка крепилась к нижней части минископа UCLA Miniscope 
v3 (Labmaker, Берлин, Германия) с помощью магнитов и фиксирующего винта. После 
совмещения минископа с имплантированной GRIN-линзой и получения четкого изо-
бражения флуоресцирующих нейронов опорная площадка фиксировалась на черепе 
с помощью цемента.
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Визуализация кальция и электрофизиология in vivo
Визуализация кальциевой активности нейронов гиппокампа, экспрессирующих 

GCaMP6f в области CA1, проводилась через семь недель после стереотаксического 
введения вирусной конструкции AAV5.Syn.GCaMP6f.WPRE.SV40. Для этого исполь-
зовался миниатюрный флуоресцентный микроскоп UCLA Miniscope v3 (Labmaker, 
Берлин, Германия) массой 2.8 г. Флуоресценция нейронов гиппокампа регистриро-
валась при возбуждении синим светом через имплантированную градиентную линзу. 
В качестве источника света использовался синий светодиод с длиной волны 470 нм 
LXML-PB01–0030 (Lumileds, Хаарлеммермер, Нидерланды), установленный в UCLA 
Miniscope v3. Настройка фокуса изображения флуоресцирующих нейронов осуществ-
лялась с помощью фокусирующего слайдера минископа (рис. 5a). Процесс регистра-
ции флуоресценции нейронов гиппокампа области CA1 с помощью минископа можно 
описать следующим образом (рис. 5а):

• Стадия возбуждения: излучение от синего светодиода проходит через полусфе-
рическую линзу N-BK7 (Edmund Optics, Баррингтон, Нью-Джерси, США) для 
коллимации и фокусировки светового пучка. Этот пучок затем проходит через 
фильтр возбуждения ET470/40x (Chroma Technology Corp, Беллоуз-Фоллс, Вер-
монт, США), который пропускает свет с длиной волны 470 ± 20 нм и отражается 
от дихроического зеркала T495lpxr (Chroma Technology Corp, Беллоуз-Фоллс, 
Вермонт, США), направляясь в градиентную линзу (#64–519, Edmund Optics, 
Флорида, США) для фокусировки на нейронах гиппокампа.

• Регистрация флуоресценции: флуоресцентное излучение от нейронов проходит 
обратно через градиентную линзу, отражается от дихроического зеркала и про-
ходит через фильтр эмиссии ET525/50m (Chroma Technology Corp, Беллоуз-
Фоллс, Вермонт, США), который пропускает свет с длиной волны 525 ± 25 нм. 
Свет далее корректируется ахроматической сдвоенной линзой (увеличение от 
6x до 7x) N-BAF10/N-SF10 (Edmund Optics, Баррингтон, Нью-Джерси, США) 
для уменьшения хроматических аберраций и фокусируется на КМОП-сенсоре.

• Преобразование и передача данных: световой сигнал на КМОП-сенсоре пре-
образуется в электрические сигналы, которые передаются по гибкому коакси-
альному кабелю CW2040–3650 SR (Cooner Wire, Чатсворт, Калифорния, США) 
в контроллер системы сбора данных DAQ (Labmaker, Берлин, Германия). Ин-
формация из системы сбора данных передаются на персональный компьютер 
через USB3.0-кабель по протоколу USB Video Class (UVC).

Регистрация нейронной активности осуществлялась с использованием беспровод-
ной электрофизиологической системы (рис. 5b) массой 0.95 г [58]. Система состояла 
из носимого беспроводного модуля и программного обеспечения с открытым исход-
ным кодом для управления и регистрации данных. Носимый модуль был постро-
ен на базе микропроцессора-приемника-передатчика NRF52805-CAAA-R7 (Nordic 
Semiconductor, Тронхейм, Норвегия) и 32-канальной микросхемы униполярного вход-
ного усилителя RHD2132 (Intan Technologies, Лос-Анджелес, Калифорния, США). 
Дифференциальный коэффициент усиления, обеспечиваемый микросхемой RHD2132, 
составлял 192 В/В.

Основные компоненты носимого модуля включали два 20-позиционных розеточных 
разъема BM10NB(0.8)-20DS-0.4V(51) (Hirose Electric, Канагава, Япония); керамиче-
скую антенну 2450AT18A100E (Johanson Technology, Камарилло, Калифорния, США); 
контроллер заряда литий-ионных и литий-полимерных батарей MCP73812T-420I/OT 
(Microchip Technology Inc, Чандлер, Аризона, США); стационарный стабилизатор 
с низким падением напряжения MCP1700–3002E/TO (Microchip Technology Inc, Чанд-
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лер, Аризона, США); стабилизатор напряжения TLV70033_SOT23–5 (Texas Instruments, 
Даллас, Техас, США); датчик Холла KTH1601SL-ST3 (CONNTEK Microelectronics 
Technology, Цюаньчжоу, Китай); светодиод KPHHS-1005SECK (Kingbright, Шанхай, 
Китай) и кварцевый резонатор на 32 МГц NX2520SA (NDK, Токио, Япония).

Передача данных проводилась по протоколу Bluetooth Low Energy, что обеспе-
чивало высокую энергоэффективность и достаточную пропускную способность для 
передачи электрофизиологических данных. Частота дискретизации, поддерживаемая 
беспроводным модулем, равнялась: 1000 Гц для двух каналов, 500 Гц для четырех ка-
налов, 250 Гц для восьми каналов, 125 Гц для шестнадцати каналов, до 62 Гц для 
тридцати двух каналов.

Подключение всей системы осуществлялось в соответствии со схемой на рис. 6 
и изображением на рис. 7a.

Крепление беспроводного модуля к минископу осуществлялось с помощью электрои-
золяционной двусторонней клейкой ленты. Для обеспечения электропитания беспровод-
ного модуля электрофизиологической системы использовалось напряжение 5V от конден-
сатора на плате минископа вместо подключения внешнего аккумулятора (рис. 7b). Такое 
решение было принято с целью уменьшения общей массы и габаритов конструкции.

Оптическая (визуализация Ca2+) и электрофизиологическая регистрация нейронной 
активности проводилась в камере Фарадея для экранирования внутреннего простран-
ства от внешних электростатических и электромагнитных полей.

Запись данных прижизненной кальциевой визуализации проводилась с исполь-
зованием программного обеспечения с открытым исходным кодом Pomidaq v0.5.1 
(https://github.com/bothlab/pomidaq). Видеоданные регистрировались со скоростью 20 
кадров в секунду. Уровень усиления флуоресцентного сигнала (Gain) на КМОП-сен-
соре минископа был установлен на среднее значение (Medium). Интенсивность све-
тодиода LXML-PB01–0030 (Lumileds, Хаарлеммермер, Нидерланды) регулировалась 
в диапазоне от 8 до 16% максимальной мощности (35 люмен). Все полученные данные 
сохранялись в формате AVI с разрешением 752 на 480 пикселей.
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Рис. 5. Схематическое изображение: (a) – Миниатюрного флуоресцентного микроскопа (минископ); (b) – 
Беспроводного электрофизиологического модуля.
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Запись электрофизиологических данных осуществлялась с использованием про-
граммного обеспечения с открытым исходным кодом ble_mouse.py (https://github.com/
lmn-projects/WES-2.0/tree/main/software), разработанного для беспроводной электро-
физиологической системы. Нейронная активность регистрировалась в двухканальном 
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USB Video Class
protocol
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Рис. 6. Принципиальная схема подключения системы одновременной прижизненной визуализации кальция 
и электрофизиологической регистрации. Миниатюрный флуоресцентный микроскоп (минископ) соединён 
с системой сбора данных (DAQ) при помощи коаксиального кабеля. В свою очередь DAQ подключен к пер-
сональному компьютеру через кабель USB3.0, который обеспечивает передачу данных, питание и управле-
ние минископом. Питание от USB-порта персонального компьютера передаётся на DAQ, а затем по коак-
сиальному кабелю поступает на минископ. Таким образом, напряжение 5 В формируется на конденсаторе 
печатной платы (PCB) минископа и далее подаётся на беспроводной электрофизиологический модуль. Пе-
редача данных с модуля на персональный компьютер осуществляется по протоколу Bluetooth Low Energy.
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Рис. 7. Компоненты системы для одновременной прижизненной кальциевой визуализации и электрофизио-
логической регистрации: (а) – Внешний вид всей системы; (b) – Подключение беспроводного электрофизио-
логического модуля к минископу. В рамке, выделенной пунктирной линией, показано подключение питания 
беспроводного электрофизиологического модуля к конденсатору на плате минископа.
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режиме без фильтрации помех с частотой дискретизации 1000 Гц. Данные сохранялись 
в формате csv – текстовом формате данных, используемом для хранения табличной 
информации.

Синхронизация кальциевой и электрофизиологической регистрации достигалась 
путем одновременного запуска программ Pomidaq v0.5.1 и ble_mouse.py с помощью 
свободно распространяемого программного обеспечения AutoHotkey v2.0.

Обработка данных
Обработка и визуализация данных осуществлялась с использованием дистрибути-

ва языков программирования Python и R для научных вычислений – Anaconda версии 
2024.02–1 (https://www.anaconda.com/download).

Обработка данных минископа производилась в среде Jupyter Notebook с приме-
нением пакета c открытым исходным кодом Minian (https://github.com/denisecailab/
minian) для анализа и визуализации данных однофотонной миниатюрной флуоресцент-
ной микроскопии [60]. Используемые параметры были установлены по умолчанию. 
Установка пакета Minian проводилась с использованием пакетного менеджера Mamba 
(https://mamba.readthedocs.io/en/latest/installation/mamba-installation.html). Результа-
том обработки исходных данных с использованием пакета Minian стало определение 
спонтанной Ca2+-активности нейронов, которая выражалась в виде относительного из-
менения интенсивности свечения (∆F/F). Количественный анализ данных осуществ-
лялся с использованием пакета c открытым исходным кодом NeuroActivityToolkit 
(https://github.com/spbstu-applied-math/NeuroActivityToolkit) [61].

Электрофизиологические данные анализировались также в Jupyter Notebook. 
Загрузка данных из CSV-файлов производилась функцией.genfromtxt библиотеки 
NumPy. Выравнивание базовой линии записей нейронной активности осуществлялось 
с помощью медианного фильтра.medfilt из той же библиотеки. Для устранения элек-
трического шума на частоте 50 Гц использовался фильтр Баттерворта 8-го порядка, 
реализованный через функции signal.butter и signal.filtfilt библиотеки SciPy. Амплитуда 
локальных полевых потенциалов определялась с помощью функции signal.find_peaks, 
при этом пороговое значение для поиска пиков составляло 0.1 мВ. Визуализация дан-
ных, включая диаграммы распределения электрического импеданса и активности Ca2+, 
проводилась с использованием библиотеки Matplotlib.

Электрический импеданс Z определялся как сумма активного сопротивления R и ре-
активного сопротивления X. В контексте регистрации биопотенциалов, таких как ней-
ронная активность, реактивное сопротивление считалось емкостным и обозначалось 
как XС. Реактивное емкостное сопротивление XС вычислялось по следующей формуле:

,

где f – частота, С – емкость.

Значение импеданса определялось по следующей формуле:

,

где R – активное сопротивление, XC – емкостное реактивное сопротивление.

Соотношение сигнал-шум (SNR) рассчитывалось по формуле:

,

где Asignal  – амплитуда ЛПП, а Anoise  – амплитуда шума.
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Среднее количество «активаций нейронов» за единицу времени (Burst rate) рассчи-
тывалось следующим образом:

,

где A – множество нейронов, active(x) равно 1, если нейрон активен, и 0 в против-
ном случае, t – временной интервал.

Частота сетевых спайков (Network spike rate) определялась как процент активных 
нейронов за заданный временной интервал и рассчитывалась по формуле:

,

где A – множество нейронов, active(x) равно 1, если нейрон активен, и 0 в против-
ном случае, size(A) – количество нейронов в множестве.

Пиковое значение сетевых спайков (Network spike peak), которое представляет со-
бой максимальное количество одновременно активных клеток в заданный временной 
промежуток, рассчитывалось по формуле:

,

где size(A) – количество нейронов в множестве, active(xi) равно 1, если нейрон акти-
вен в момент i, и 0 в противном случае, t – временной интервал.

Коэффициент корреляции Пирсона r между двумя переменными X и Y вычислялся 
по формуле:

,

где: Xi  и Yi – значения переменных X и Y в i-том наблюдении, и – средние значения 
переменных X и Y. Эта формула выражает стандартизированное ковариационное отно-
шение между двумя переменными и показывает, насколько одна переменная изменяет-
ся в зависимости от другой. Значение коэффициента r изменяется в диапазоне от –1 до 
1, где 1 указывает на полную положительную корреляцию, –1 – на полную отрицатель-
ную корреляцию, а 0 означает отсутствие линейной взаимосвязи.

Статистический анализ
Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего. 

Измерения проводились на одной лабораторной мыши дикого типа (B6SJL). При изме-
рении импеданса было использовано 6 микроэлектродов, измерения проводились для 
всех регистрирующих контактов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Импеданс микроэлектрода
Для данного исследования разработан 12-канальный гибкий полиимидный микроэ-

лектрод проникающего типа, который имплантируется непосредственно в ткань мозга 
и требует хирургического вмешательства [11]. Данный тип микроэлектродов предназ-
начен для регистрации ПД и ЛПП [62]. Конструкция разработанного микроэлектрода 
ориентирована на регистрацию ЛПП.
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Диапазон частот локальных полевых потенциалов популяций нейронов составляет 
от 1 Гц до 300 Гц, в то время как для отдельных нейронов диапазон увеличивается 
от 300 до 5 кГц [63]. Частоты локальных полевых потенциалов нейронов гиппокам-
па чаще всего характеризуются тета-ритмом (7–9 Гц) [64], острыми волнообразными 
колебаниями (150–250 Гц) [65] и гамма-ритмом (60–120 Гц) [66, 67]. Таким образом, 
регистрируемые в гиппокампе ЛПП находятся в диапазоне от 7 до 250 Гц.

Рекомендуется, чтобы значение импеданса не превышало 2–5 MΩ, поскольку вы-
сокие значения импеданса могут привести к ослаблению сигнала в зависимости от 
конструкции микроэлектрода и системы усиления регистрируемого сигнала [15].

Анализ импеданса разработанного микроэлектрода показал следующие значения: 
при частоте 7 Гц среднее значение импеданса составило 1.95 ± 0.12 MΩ, при частоте 50 
Гц 0.42 ± 0.01 MΩ, при частоте 100 Гц 0.28 ± 0.03 MΩ, при частоте 200 Гц 0.27 ± 0.05 
MΩ, при частоте 300 Гц 0.2 ± 0.01 MΩ (рис. 8).
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Рис. 8. Распределение импеданса регистрирующих контактов разработанного 12-канального микроэлектро-
да. При измерении импеданса применялись переменные синусоидальные сигналы с амплитудой напряжения 
5 мВ и частотами от 0.1 до 1000 Гц. Пунктирными темно-серыми линиями отмечен диапазон частот от 7 до 
250 Гц. Сплошной линией красного цвета отмечен уровень импеданса равный 2 MΩ. 

С уменьшением частоты f происходит увеличение емкостного сопротивления XC, 
поскольку XC обратно пропорционально f. В результате это приводит к увеличению 
общего импеданса Z, что подтверждается экспериментальными данными. Такая зави-
симость имеет важное значение при выборе параметров для анализа нейронной актив-
ности. В диапазоне частот сигнала от 7 до 250 Гц значение импеданса разработанного 
микроэлектрода составило менее 2 MΩ.

Кальциевая визуализация и электрофизиологическая регистрация in vivo
Через несколько дней после фиксации опорной площадки на черепе лабораторной 

мыши в камере Фарадея проводилась визуализация Ca2+ и электрофизиологическая ре-
гистрация активности нейронов гиппокампа. Минископ с подключенным беспровод-
ным электрофизиологическим модулем крепился к опорной площадке с помощью маг-
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Рис. 9. Одновременная визуализация Ca2+ и регистрация локальных полевых потенциалов in vivo: (a) – Фо-
тография системы для одновременной прижизненной кальциевой визуализации и электрофизиологической 
регистрации у лабораторной мыши во время проведения эксперимента; (b) – Изображение флуоресцирую-
щих нейронов (отмечены белыми треугольниками), полученное с помощью однофотонного миниатюрного 
флуоресцентного микроскопа; (c) – Пример нормированной спонтанной Са2+-активности для 40 нейронов 
области СА1 гиппокампа, идентифицированных программой MiniAn; (d) – Пример электрофизиологической 
записи, полученной с помощью беспроводного электрофизиологического комплекса во время кальциевой 
визуализации.
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нитов и фиксирующего винта (рис. 9a). Микроэлектрод подключался к беспроводному 
модулю через переходной шлейф. Результаты одновременной прижизненной визуали-
зации Ca2+ и электрофизиологической регистрации во время свободного перемещения 
лабораторной мыши представлены на рис. 9. Пример исходных данных, полученных 
с помощью минископа, представлен на рис. 9b.

На рис. 9c представлена спонтанная Ca2+-активность нейронов гиппокампа области 
СА1 в виде относительного изменения интенсивности свечения (∆F/F). Данные были 
получены после обработки исходных данных (рис. 9b) с использованием программно-
го обеспечения Minian. Зарегистрированные ЛПП показаны на рис. 9d. Полученные 
результаты подтверждают, что разработанный микроэлектрод в сочетании с GRIN-
линзой позволяет проводить одновременную визуализацию Ca2+ и электрофизиологи-
ческую регистрацию.

Анализ электрофизиологических данных показал, что среднее значение амплитуды 
ЛПП составило 0.18 ± 0.01 мВ для первого канала и 0.15 ± 0.01 мВ для второго. Для 
сравнения: средняя амплитуда шума составила 0.025 ± 0.001 мВ для обоих каналов. 
Максимальные значения амплитуды ЛПП достигли 0.24 мВ и 0.30 мВ соответственно.

Полученные значения SNR составили 16.94 dB и 15.22 dB для первого и второго ка-
налов соответственно. Мощность сигнала составила 0.034 ± 0.005 Вт для первого кана-
ла и 0.025 ± 0.005 Вт для второго. Среднеквадратичное значение для первого и второго 
каналов составило 0.18 мВ и 0.16 мВ соответственно.

Как было отмечено ранее, первичная обработка данных кальциевой визуализации 
проводилась с использованием программного обеспечения Minian. Получение средних 
значений параметров, таких как частота всплесков активности (Burst rate), частота се-
тевых спайков (Network spike rate) и пиковое значение сетевых спайков (Network spike 
peak) осуществлялось посредством программного обеспечения NeuroActivityToolkit.

Анализ данных кальциевой визуализации показал, что средняя частота всплесков 
активности (Burst rate) составляет 0.96 ± 0.15 активных клеток в секунду. Средняя ча-
стота сетевых спайков (Network spike rate) достигла значения 3.91 ± 0.21%. Среднее 
пиковое значение сетевых спайков (Network spike peak) составило 3.63 ± 0.18%.

Далее мы рассчитали коэффициент корреляции Пирсона для оценки степени ли-
нейной зависимости между кальциевыми сигналами и регистрируемыми ЛПП. Расчет 
коэффициента корреляции Пирсона является широко используемым методом стати-
стического анализа [68, 69]. Коэффициенты корреляции вычислялись для каждой пары 
данных, что позволило оценить, насколько тесно изменения одного сигнала связаны 
с изменениями в другом. Коэффициенты корреляции Пирсона варьировались от не-
значительных до умеренных, что указывает на слабую и умеренную линейную зави-
симость между кальциевыми сигналами и ЛПП. Например, для кальциевого сигнала 
под номером 1 корреляция с ЛПП первого и второго каналов составила –0.060 и –0.082 
соответственно, что указывает на слабую линейную связь. Для кальциевого сигнала 
под номером 13 корреляция с ЛПП первого и второго каналов составила 0.288 и 0.323 
соответственно, что указывает на умеренную положительную корреляцию.

Результаты исследования иллюстрируют эффективность использования GRIN-лин-
зы в сочетании с микроэлектродами для одновременной in vivo визуализации каль-
циевой активности и электрофизиологической регистрации. Полученные данные 
подтверждают, что разработанный метод обеспечивает расширенную информацию 
о нейронной активности во время свободного перемещения лабораторной мыши.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе представлен подход, который позволяет одновременно осуществ-
лять наблюдение за кальциевой активностью и регистрацию ЛПП в гиппокампе сво-
бодно передвигающихся мышей. Разработанная система включает микроэлектрод, ко-
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торый размещён вокруг градиентной линзы таким образом, что не оказывает влияния 
на её оптические характеристики. Это обеспечивает отсутствие фотоэлектрических 
артефактов и искажений при визуализации Ca2+.

Размеры регистрирующих контактов разработанного микроэлектрода составили 
100 на 20 мкм с межэлектродным расстоянием 300 мкм. Данная конфигурация при-
годна для регистрации ЛПП. Микроэлектроды с большими по площади регистриру-
ющими контактами могут одновременно регистрировать активность большего ко-
личества нейронов [70, 71], однако они дают эффект усреднения, который снижает 
пиковую амплитуду сигнала [63, 72]. Также стоит отметить, что большей площади 
регистрации можно добиться за счет использования более высокой плотности ре-
гистрирующих контактов. Если учитывать, что средний размер сомы нейрона гип-
покампа области CA1 составляет 15–20 мкм [73], текущая конфигурация микроэ-
лектрода не подходит для регистрации спайковой активности отдельных нейронов. 
Следовательно, в дальнейшем представляется необходимым увеличение количества 
регистрирующих контактов, а также уменьшение их размеров и межэлектродного 
расстояния для улучшения точности и разрешающей способности микроэлектрода. 
Еще одним улучшением разработанного микроэлектрода может стать замена матери-
ала подложки с полиимида на парилен С [74]. Переход на использование парилена 
С обусловлен его меньшей гигроскопичностью и повышенной устойчивостью к воз-
действию физиологических сред. Благодаря возможности напыления этого матери-
ала создание покрытий из тонких пленок позволит существенно снизить толщину 
микроэлектрода, что улучшит его функциональные характеристики и уменьшит ин-
вазивность при использовании.

Как было отмечено ранее, импеданс микроэлектрода определяется рядом факто-
ров, включая материал токопроводящих дорожек, покрытие электрода, его геометрию, 
частоту измерений, среду использования, а также возраст и состояние электрода [11]. 
Высокий импеданс может негативно влиять на качество записываемых сигналов, уве-
личивая уровень теплового шума и ухудшая соотношение сигнал-шум [75]. Это осо-
бенно важно при регистрации слабых биопотенциалов, таких как нейронная актив-
ность [76]. Высокий импеданс также может снижать амплитуду полезного сигнала 
и повышать чувствительность к электрическим помехам, вызывая фазовые искажения 
на высоких частотах, что усложняет интерпретацию данных [71, 77]. Разработанный 
полиимидный микроэлектрод характеризуется низким импедансом, обеспечивающим 
регистрацию ЛПП без значительного затухания в диапазоне от 7 до 250 Гц [11, 78]. 
При увеличении частоты сигнала наблюдалось снижение импеданса, которое состави-
ло 1.95 ± 0.12 MΩ при 7 Гц, 0.42 ± 0.01 MΩ при 50 Гц, 0.28 ± 0.03 MΩ при 100 Гц, 0.27 ± 
0.05 MΩ при 200 Гц и 0.2 ± 0.01 MΩ при 300 Гц. Полученная зависимость объясняется 
тем, что емкостное реактивное сопротивление XС обратно пропорционально частоте 
сигнала, что приводит к уменьшению общего импеданса Z. Снижение импеданса раз-
работанного микроэлектрода было достигнуто благодаря геометрии его регистрирую-
щих контактов (100 × 20 мкм), что увеличило площадь соединения с тканью, а также 
с помощью покрытия золотом, которое обладает высокой электропроводностью (4.11 × 
107 См/м) и химической стабильностью [11].

При дальнейшем усовершенствовании конструкции микроэлектрода, а именно 
увеличении количества регистрирующих контактов за счет уменьшения их размеров 
и межэлектродного расстояния импеданс будет возрастать. Для решения этой пробле-
мы необходимым будет применение дополнительных покрытий, таких как PEDOT или 
чернение платиной (Pt black), которые увеличивают шероховатость и эффективную 
площадь регистрирующих контактов [79]. Кроме того, дальнейшее снижение импе-
данса позволит проводить более длительные хронические эксперименты, поскольку 
с течением времени импеданс микроэлектрода увеличивается вследствие электрохи-
мического износа и инкапсуляции биологическими тканями [80, 81].
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Основная цель данной работы заключалась в демонстрации возможностей реали-
зации прижизненной визуализации Ca2+ и электрофизиологической регистрации у сво-
бодно передвигающихся животных с использованием решений с открытым исходным 
кодом. Мы продемонстрировали, что предложенная система позволяет одновременно 
визуализировать Ca2+-активность и регистрировать локальные полевые потенциалы. 
Хотя в настоящей версии статьи основной акцент сделан на описании конструкции 
микроэлектрода и его технических аспектах, представлен также краткий анализ корре-
ляции кальциевых и полевых сигналов. Однако для проведения полноценного анализа 
необходимо преодолеть ряд ограничений, в частности, увеличить количество реги-
стрируемых каналов и частоту дискретизации до 1000 Гц. В будущем мы планируем 
улучшить прошивку беспроводного электрофизиологического модуля для повышения 
его производительности.

Рассматривая сравнение визуализации Ca2+ и электрофизиологической регистра-
ции, следует отметить, что визуализация Ca2+ позволяет изучать нейронную динами-
ку сотен клеток и целенаправленно анализировать активность специфических типов 
нейронов [82, 83]. Также с использованием Ca2+-визуализации можно выявить про-
странственные зависимости между нейронами со схожими паттернами активности 
[84]. С помощью визуализации Ca2+ можно отслеживать активность отдельных ней-
ронов в течение длительного времени для исследования процессов обучения и фор-
мирования памяти [85, 86]. Однако этот метод не регистрирует активность напря-
мую, а фиксирует изменения концентрации внутриклеточного кальция, что косвенно 
отражает нейронную активность [2, 87]. При этом Ca2+-визуализация характеризует-
ся сравнительно низким соотношением сигнал/шум и ограниченным динамическим 
диапазоном [88]. В дополнение, в процессе анализа поведения животных наблюда-
ются значительные колебания частоты спайков, которые могут различаться на поряд-
ки как в разные поведенческие периоды, так и среди нейронов одного типа [89–91]. 
Кроме того, корреляция между спайками и кальций-зависимой флуоресценцией мо-
жет различаться в зависимости от типа нейронов и даже среди отдельных нейронов 
одного типа [92, 93].

С другой стороны, электрофизиологические записи обеспечивают прямую реги-
страцию нейронной активности с высоким соотношением сигнал/шум, временной 
точностью и динамическим диапазоном [20]. Однако этот метод обладает ограничени-
ями, такими как менее точное выявление нейронов с низкой активностью [94] и реги-
страция небольшого подмножества относительно активных нейронов [20]. Кроме того, 
возможность отслеживания одной и той же популяции нейронов во времени остаётся 
сложной задачей из-за зарастания и подвижности микроэлектрода [95, 96]. В отличие 
от визуализации Ca2+ процесс разделения спайков, связанных с отдельными нейрона-
ми, может приводить к появлению артефактов, таких как слияние спайков от разных 
нейронов [94]. Эти особенности делают электрофизиологические и оптические мето-
ды взаимодополняющими в комплексных нейробиологических исследованиях. В ряде 
исследований предпринимались попытки сопоставить визуализацию кальция с элек-
трофизиологической регистрацией, и в целом было выявлено качественное согласие 
между данными методами, хотя оценки основывались на статических и относительно 
грубых измерениях [82, 92]. Однако в другом исследовании, в котором сравнивалась 
активность, зарегистрированная с помощью электрофизиологических и оптических 
методов от сопоставимых популяций нейронов во время выполнения одной и той же 
поведенческой задачи, было обнаружено, что различные методы регистрации могут 
привести к расхождению в результатах [94]. В результате наших исследований была 
выявлена слабая или умеренная корреляция между Ca2+-сигналами и ЛПП. Различия 
в уровнях корреляции между Ca2+-сигналами могут отражать разнообразие функцио-
нальной динамики нейронных ансамблей, участвующих в генерации этих сигналов. 
В нашем случае наиболее вероятно, что такие расхождения связаны с особенностями 
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расположения и удалённостью регистрирующих контактов микроэлектрода, интегри-
рованного с градиентной линзой. Это предположение подчёркивает важность учета 
геометрических и пространственных аспектов при интерпретации полученных дан-
ных. Сопоставление и поиск корреляции между кальциевыми и полевыми сигналами 
представляет собой сложную и неоднозначную задачу, требующую проведения отдель-
ных масштабных исследований.

В данной работе применялась беспроводная электрофизиологическая система для 
снижения ограничений передвижения животных, вызванных скручиванием кабелей. 
Этот проект является переходным этапом к полностью беспроводной системе. В даль-
нейшем планируется интеграция с беспроводными минископами [97], что позволит 
исключить проводные соединения и минимизировать риски, связанные с ограничени-
ем движений животных во время экспериментов. Кроме того, возможно использова-
ние двухфотонных миниатюрных микроскопов, которые позволяют визуализировать 
активность не только в соме, но и в дендритах и шипиках нейронов у свободно пере-
двигающихся животных [98].

Несмотря на работоспособность предложенного подхода, его использование ог-
раничено проблемами синхронизации между минископом и электрофизиологиче-
ской системой в процессе регистрации. Данное ограничение связано с аппаратны-
ми особенностями беспроводного модуля [58], что предполагает необходимость их 
преодоления в будущих версиях беспроводной электрофизиологической системы. 
К тому же, одним из недостатков методики является ручная формовка микроэлектро-
да вокруг GRIN-линзы, что может влиять на точность позиционирования. Решение 
этой проблемы предполагается с использованием металлической пресс-формы, где 
градиентная линза и микроэлектрод будут фиксироваться в зажиме с продольным 
разрезом цилиндра и упором для выравнивания. Процесс нагрева пресс-формы по-
зволит достичь необходимой формы микроэлектрода для его дальнейшего объедине-
ния с GRIN-линзой.

Совместная прижизненная визуализация Ca2+ и электрофизиологическая регистра-
ция являются перспективными методами в нейробиологических исследованиях, осо-
бенно для изучения воздействия различных фармакологических средств на активность 
нейронных ансамблей. Сочетание этих методов может применяться при разработке но-
вых терапевтических агентов для лечения или уменьшения клинических проявлений 
различных нейродегенеративных заболеваний. Данный подход позволяет проводить 
анализ Ca2+- и электрофизиологической активности нейронов у свободно передвигаю-
щихся лабораторных животных, что значительно расширяет возможности исследова-
ний в области нейробиологии. Важно отметить, что эта методика может способство-
вать пониманию механизмов функционирования и нарушений в нейронных ансамблях, 
связанных с поведением, восприятием и когнитивными процессами. В дальнейшем 
планируется провести анализ активности нейронов гиппокампа лабораторных мышей 
как дикого типа, так и с моделью болезни Альцгеймера во время оценки условно-реф-
лекторного замирания, используя разработанный метод одновременной визуализации 
Ca2+ и регистрации ЛПП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании предложено решение по объединению гибкого полиимид-
ного микроэлектрода с градиентной линзой минископа для одновременной визуали-
зации Ca2+-активности и электрофизиологической регистрации in vivo в гиппокампе 
взрослой мыши. Результаты, полученные в ходе данного исследования, подтверждают 
эффективность предложенного подхода и его применимость для изучения нейронной 
активности во время проводимых исследований.
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The miniature single-photon fluorescent microscope (miniscope) enables the visualization 
of calcium activity in vivo in freely moving laboratory animals, providing the capability 
to track cellular activity during the investigation of memory formation, learning, sleep, 
and social interactions. However, the use of calcium sensors for in vivo imaging is limited 
by their relatively slow (millisecond-scale) kinetics, which complicates the recording of 
high-frequency spike activity. The integration of methods from single-photon miniature 
fluorescent microscopy with electrophysiological recording, which possesses microsecond 
resolution, represents a potential solution to this issue. Such a combination of techniques 
allows for the simultaneous recording of optical and electrophysiological activity in a sin-
gle animal in vivo. In this study, a flexible polyimide microelectrode was developed and 
integrated with the gradient lens of the miniscope. The in vivo tests conducted in this 
research confirmed that the microelectrode combined with the gradient lens facilitates si-
multaneous single-photon calcium imaging and local field potential recording in the hip-
pocampus of an adult mouse.

Keywords: hippocampus, calcium imaging, miniscope, electrophysiology, microelec-
trodes, in vivo


