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Облучение мышей самцов F1 (CBA × С57BL/6J) пучком протонов (1, 2 и 4 Гр) вызвало неоднознач-
ные проявления в адаптивном поведении животных. При использовании когнитивного теста на по-
иск входа в укрытие облученные мыши достоверно хуже, чем контроль, решали те этапы теста, где
для попадания в комфортное отделение камеры надо было копать стружку. В то же время те этапы
теста, где надо было удалить “пробку”, препятствовавшую переходу, они решали тест достоверно
лучше контроля. У мышей облученных групп выявлено ослабление нейрогенеза в двух пролифера-
тивных зонах переднего мозга.
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Исследование влияния на ЦНС и поведение
заряженных частиц космического происхожде-
ния (в частности, протонов) в экспериментах на
животных актуально в связи с перспективой поле-
тов человека в дальний космос [1–4]. Поскольку
протоны составляют значимую часть космическо-
го излучения, то их влияние на организм необхо-
димо исследовать, используя разные биологиче-
ские модели. Обнаруживаются как негативные
эффекты облучения протонами (снижение пока-
зателей нейрохимических процессов, усиление
тревожности и др.), так и отсутствие значимых
изменений [2–5], и эти эффекты отличаются от
таковых при облучении заряженными ионами тя-
желых металлов [6].

В настоящей статье представлены данные по
влиянию облучения протонами на решение лабо-
раторными мышами теста на поиск входа в укры-
тие [7]. Этот тест позволяет оценить способность
животного, стремящегося избежать пребывания в
ярко освещенной части экспериментальной ка-
меры, найти замаскированный вход (лаз) в тем-
ную часть установки. Способность решить этот
тест при замаскированном лазе базируется на по-
нимании животным правила “неисчезаемости”,
т.е. понимания, что объект, который ранее был в

наличии, но более не видим, продолжает суще-
ствовать, и его можно отыскать. Эту способность
(впервые описанную Ж. Пиаже у маленьких де-
тей, см. [8]) обнаруживают у животных без пред-
варительного научения. Она базируется на нали-
чии у животного соответствующей когнитивной
способности. Данный тест на поиск входа в укры-
тие (в англоязычной литературе он называется
puzzle-box) в модификации для мышей был пред-
ложен М. Голсуорси относительно недавно [9, 10].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Экспериментальные животные. В работе были

использованы самцы мышей-гибридов (CBA ×
× C57BL/6J)F1 в возрасте 4 мес. Сравнивали пове-
дение животных, облученных протонами (n = 25), и
контрольных животных (n = 39). Использовали
две контрольные группы. 1-я – группа “кон-
троль-Дубна”, эти животные подвергались тем же
манипуляциям, что и облученные, но облучения
не получали, 2-я – “контроль-Москва” (интакт-
ные мыши, которые подобным манипуляциям не
подвергались).

Облучение мышей проводили в лаборатории
радиобиологии ОИЯИ на протонном пучке фазо-
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трона Медико-технического комплекса “Лабора-
тории ядерных проблем ОИЯИ” (г. Дубна). Об-
щее однократное облучение проводили в расши-
ренном пике Брэгга с дозами: 1, 2, 4 Гр – первая
серия и 4 Гр – вторая серия (мощность дозы око-
ло 1 Гр/мин, энергия протонов на входе пучка со-
ставляла 150 МэВ). Животное помещали в жест-
кий пластиковый контейнер, в котором оно не
могло двигаться.

Тест на поиск входа в укрытие. В 1-й серии тест
на поиск входа в укрытие проводили трижды.
Первый раз – до облучения, при этом различий
между выполнением его животными будущих
экспериментальной и контрольных группами об-
наружено не было, второй раз – через 2 мес., а
третий – через 5.5 мес. после облучения. Во
2-й серии тест проводили через 1 мес. после облу-
чения. Результаты выполнения данного теста мы-
шами экспериментальных и контрольных групп в
обеих сериях оказались сходными. При тестиро-
вании мышь помещают в ярко освещенную часть
пластиковой камеры (74 × 30 × 28 см), в которой
есть углубленный в пол “лаз” в стенке, разделяю-
щей камеру на освещенную и темную части. Че-
рез этот лаз мышь может попасть в темную, более
комфортную часть камеры. В течение 2 дней (по
четыре пробы в каждый) оценивали быстроту (ла-
тентный период) перехода животного в темноту.
В пробах 1 и 2 лаз открыт, и животное переходит
в темноту беспрепятственно. В пробах 3 и 4 лаз за-

маскирован чистой древесной стружкой вровень
с полом. На 2-й день эксперимента в пробе 5 лаз
снова замаскирован стружкой, а в пробах 6 и 7
его закрывают легкой пробкой из пластика и кар-
тона, которую мышь может легко вытащить.
В 8-й пробе теста вся стенка с лазом засыпана
стружкой на высоту 5–7 см. Для решения проб 1–
5 и 8 мыши “давалось” 3 мин, для проб 6 и 7 – 4 мин.
Успешность выполнения теста оценивали по вре-
мени перехода мыши в темную часть камеры, а
для группы животных – по доле мышей, решив-
ших “когнитивные” пробы теста (т.е. пробы, ко-
гда лаз бывает закрыт и для попадания в темную
часть камеры нужно “понять”, что лаз только за-
маскирован, а не исчез). Если животное не пере-
шло в темную часть камеры за 3 или 4 мин (в зави-
симости от номера пробы), время решения теста
обозначается как 180 или 240 с.

Нейрогенез взрослого мозга оценивали по числу
делящихся клеток в зубчатой фасции гиппокампа
и в субвентрикулярной зоне переднего мозга.
Подсчет клеток проводили на коронарных срезах
мозга мышей с последующей окраской на маркер
делящихся клеток Ki-67 [11].

Статистическую значимость межгрупповых
различий оценивали с помощью 1-факторного
ANOVA с LSD post hoc тестом по Фишеру, значи-
мость различий альтернативных долей – с помо-
щью метода ϕ по Фишеру.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общее состояние животных оценивали как не-

посредственно после облучения, так и спустя раз-
ные сроки после него (вплоть до нескольких ме-
сяцев). Это имеет вполне серьезные основания
из-за постепенного формирования последствий
облучения, в частности, его воздействий на про-
цессы нейрогенеза [12]. В течение 4 и 10 мес. по-
сле облучения не было обнаружено ни резкого
снижения массы тела облученных мышей, ни из-
менений в адекватности их поведения.

Среднее время решения теста у мышей групп
“облучение” и “контроль” (суммарно для живот-
ных обеих серий) практически не различалось,
пример – на рис. 1. Время решения теста (про-
бы 6 и 7) у контрольных мышей было большим за
счет большей доли животных, не решивших эти
“когнитивные” этапы теста, поскольку им “за-
считывалось” время – 240 с.

В то же время доли мышей двух групп, решив-
ших наиболее сложные пробы теста (когда лаз в
темную часть камеры замаскирован либо струж-
кой, либо пробкой), достоверно различались.
Среди мышей облученных групп было меньше
особей, решивших пробы с лазом, присыпанным
стружкой, тогда как пробу с лазом, закрытым
пробкой, они решали достоверно более успешно,

Рис. 1. Среднее время (± ош. средн.) решения теста на
поиск входа в укрытие облученными и контрольны-
ми мышами (1-я серия экспериментов с облучением,
тестирование, через 1 мес. после облучения). *Досто-
верно отличается от показателя контроля, p < 0.05
(1 факт. ANOVA, LSD post hoc тест по Фишеру).
Fig. 1. The time (means ± st. error) of puzzle-box “cogni-
tive” trials solution by irradiated (rhombs) and control
(squares) mice (the 1st experimental series with irradia-
tion, 1 month after irradiation). *Significantly different
from control score, p < 0.05 (1 factorial ANOVA, Fisher
LSD post hoc тест).
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чем контрольные (результаты теста во 2-й серии
представлены на рис. 2). В обеих сериях опытов с
облучением результаты были сходными. С целью
анализа причин аномалии в реакции на стружку у
облученных мышей в 1-й серии опытов с ними
был проведен специальный тест на реакцию “ко-
пания”. В этом опыте животное помещали в ка-
меру, по углам которой были насыпаны кучки
стружки. Оценивали число эпизодов копания,
стоек и подходов к кучкам, а также число эпизо-
дов груминга. Данные однофакторного ANOVA
(для пяти групп – три группы мышей, облучен-
ных разными дозами, и две контрольные) были
на грани достоверности, однако post hoc тест LSD
(по Фишеру), несмотря на малый размер групп,
выявил статистически значимые различия –
меньшее число эпизодов “копания” у облучен-
ных мышей (3.4 ± 2.04, 3.0 ± 2.63 и 4.5 ± 3.22 для
групп, получивших облучение, и 10.8 ± 2.04 и
8.8 ± 1.52 для контрольных групп, р < 0.05). Для
числа эпизодов груминга однофакторный ANOVA
показал достоверное влияние фактора “группа”
(F1–4 = 3.4862, р = 0.0222) с большим числом эпи-
зодов у мышей облученных групп. Таким обра-
зом, у мышей, получивших облучение протона-
ми, видоспецифическая реакция “копания” была
выражена слабее, чем у контроля, возможно, в
связи с более “тревожной” реакцией облученных
мышей на стружку. Одним из объяснений этого
феномена может быть нарушение обоняния у об-
лученных животных. Тревожность облученных
мышей при контакте со стружкой выразилась и в
большем числе эпизодов груминга у облученных
мышей.

Статистически значимая большая доля мышей
облученной группы, решивших “когнитивные”
пробы данного теста с лазом, закрытым пробкой,
представляется “парадоксальной”, и этот факт
показывает, что когнитивные способности этих
животных не пострадали после облучения прото-
нами. Это находится в соответствии с отсутстви-
ем негативного влияния этого воздействия на по-
ведение животных в целом в течение нескольких
месяцев после облучения.

Успешное выполнение мышами теста на ПВУ
требует от животного оперирования свойством
“неисчезаемости” (по Ж. Пиаже, [8]), т.е. “пони-
мания”, что воспринимавшийся объект, которого
более не видно, продолжает существовать, и его
можно искать. Заимствованное из психологии
понятие “исполнительных функций” (executive
functions) включает в себя, наряду с другими спо-
собностями, и решение элементарных логиче-
ских задач, для которых у животного “нет готово-
го решения” (по А.Р. Лурия). В наших экспери-
ментах оказалось, что облучение протонами
вызывало у животных статистически значимое
улучшение решения задачи на поиск входа в
укрытие при сложной маскировке лаза с помо-

щью пробки, выразившееся в более высокой доле
мышей, которые смогли решить эти пробы теста.
Данный эффект имел долговременный характер,
поскольку обнаружился в тесте, который мышам
предъявляли через 1, 2 и 5.5 мес. после облучения
(в двух независимых сериях опытов). Одним из
возможных объяснений этого эффекта может
быть предположение о некоторой активации
ЦНС мышей, вызванной облучением протонами.
Сходный результат – отсутствие негативного
влияния облучения протонами и изменение по-
ведения животных в эмоциональном (но не ко-
гнитивном) поведении был получен другими ав-
торами ранее [3, 5]. Результаты тестирования ис-
следовательского поведения мышей в тестах
“малое открытое поле”, приподнятый крестооб-
разный лабиринт и др. показали некоторое усиле-
ние исследовательского поведения облученных
мышей (данные не приводятся), что согласуется с
предположением о некоторой активации их пове-
дения. В то же время наши данные выявили до-
стоверно менее успешное решение этого же теста
на тех его этапах, когда от мыши для перехода в
укрытие требовалось раскопать стружку, маски-
рующую лаз. Очевидно, что причины этого нару-
шения поведения “раскапывания” нуждаются в
специальном анализе.

Данные по количеству новых клеток в зубча-
той фасции гиппокампа (FDH) и в субвентрику-
лярной зоне переднего мозга (SVZ) после облуче-
ния и у контрольных мышей того же возраста
представлены на рис. 3. У мышей облученной
группы (доза 2 и 4 Гр) число клеток иммунопози-

Рис. 2. Доли мышей (ось ординат), решивших “ко-
гнитивные” пробы теста на поиск входа в укрытие во
2-й серии с облучением протонами. а – пробы 3–5
(лаз засыпан стружкой), б – пробы 6 и 7 (лаз закрыт
пробкой). 1 – облученные мыши, доза 4 Gy, 2 – “кон-
троль-Дубна”, 3 – “контроль-Москва”. *, **Стати-
стически значимые различия при р < 0.05 и р < 0.01 со-
ответственно (метод ϕ по Фишеру).
Fig. 2. The proportion of mice (ordinate), which solved the
“cognitive” trials of puzzle-box test in the 2nd series with
proton irradiation. a – trials 3–5 (the underpass is masked
by wood shavings, b – the trials 6 and 7 (the underpass is
blocked by the cork). 1 – irradiated mice, dosage 4Gy, 2 –
“control Dubna” group, 3 – “control Moscow” group.
*, ** Statistically significant differences, p < 0.05 and
p < 0.001 respectively (Fisher ϕ test).
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тивных к Ki-67 (маркер новых клеток) в переднем
мозге (FDH и SVZ) было меньше, чем в контроле.
Более существенное подавление пролиферации
обнаружено в SVZ. Отметим, что межсамцовая
агрессия (связанная с обонятельным восприяти-
ем) у облученных мышей была нарушена (данные
не приводятся).

Интенсивность нейрогенеза взрослого мозга у
лабораторных грызунов и показатели успешно-
сти выполнения когнитивных тестов, как пока-
зывает сопоставление результатов большого чис-
ла исследований [13], коррелируют далеко не во
всех случаях, поэтому полученные результаты де-
монстрируют сложность исследуемых процессов
как последствий ионизирующего облучения.

Таким образом, проведенные эксперименты
показали отсутствие повреждающего влияния
протонного облучения в использованных услови-
ях на поведение мышей в “когнитивном” тесте
(даже с превосходством “облученных” мышей в
решении “трудного” когнитивного этапа с проб-
кой в тесте на поиск входа в укрытие), а также
постлучевое снижение нейрогенеза в переднем
мозге мышей, более четкое при дозах 2 и 4 Гр.
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Effects of Proton Irradiation on Cognitive Puzzle-box Task Solution
in Mice and Adult Brain Neurogenesis
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Proton beam irradiation (1, 2 and 4 Gy, 150 MeV) of hybrid male mice F1 (CBA × С57BL/6J) has changed
their behavior ambiguously. The irradiated mice performed significantly less successfully than control ones
in the puzzle-box test at those stages, when the underpass to the safe box compartment was masked by wood
shavings, and they had to dig it. At the same time, they were significantly more successful at the stages when
the underpass was masked by the light cork, which should be removed as it blocked the entrance. Reduction
in the neurogenesis in two proliferative forebrain zones had been demonstrated in irradiated mice.

Keywords: proton irradiation, cognitive ability, object permanence test, digging reaction, adult neurogenesis,
laboratory mice
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