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Исследовано влияние однократного γ-облучения головы в дозах 2 и 8 Гр на когнитивные функции
и состояние микроглии в головном мозге мышей линии С57ВL/6 в отдаленный период после облу-
чения. При использовании теста “Открытое поле” обнаружено возрастание двигательной активно-
сти мышей через 2 мес., но не через 1 мес., после облучения в дозах 2 и 8 Гр, выраженное в увеличе-
нии средней скорости и пройденного пути. Различий в ориентировочно-исследовательской актив-
ности контрольных и облученных мышей, оцениваемой по количеству стоек и времени до первой
стойки, в указанные сроки не обнаружено. При использовании теста “Условно-рефлекторное за-
мирание” через 1 и 2 мес. после облучения обнаружен схожий уровень замираний контрольных и
облученных мышей как в день обучения, так и в день тестирования (через 24 ч после обучения), что
указывает на отсутствие нарушений ассоциативной памяти в данные периоды после облучения.
Анализ данных, полученных при использовании теста “Водный лабиринт Морриса”, позволил вы-
явить нарушения пространственной памяти у мышей, облученных в дозе 8 Гр, через 1 и 2 мес. после
воздействия. Тем не менее, через 6 мес. различий с контрольной группой в параметрах теста не было
обнаружено. Важно отметить, что облучение головы мышей в меньшей дозе, равной 2 Гр, не приво-
дило к возникновению нарушений пространственной памяти в исследуемые периоды. Обнаружено
длительное снижение количества клеток покоящейся и активированной микроглии в мозге, при
этом через 1 и 2 мес. после облучения в дозе 8 Гр обнаружено увеличение доли клеток активирован-
ной микроглии в головном мозге мышей, что согласуется с результатами когнитивных тестов. По-
лученные в работе данные свидетельствуют о том, что возникновение пострадиационных когнитив-
ных нарушений может быть обусловлено развитием нейровоспаления, в котором ведущую роль иг-
рают активация клеток микроглии и увеличение доли этих клеток в головном мозге.
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Современное лечение пациентов со злокаче-
ственными новообразованиями головного мозга
предполагает проведение локальной лучевой те-
рапии. Данный вид терапии показан пациентам
как с первичными опухолями головного мозга
(глиомами низкой и высокой степени злокаче-
ственности), так и с метастазами в головном моз-
ге, образовавшимися при прогрессировании пер-
вичных опухолей легкого и молочной железы, ме-
ланомы, почечно-клеточного и колоректального
рака. Стандартным методом лечения метастати-
ческих поражений головного мозга, несмотря на
развитие стереотаксической радиотерапии (ра-
диохирургии, гипофракционирования), остается
облучение всего органа [1]. При этом повреждаю-

щее действие ионизирующего излучения на нор-
мальные ткани приводит к развитию осложне-
ний, наиболее тяжелыми из которых являются
когнитивные нарушения – снижение способно-
сти к обучению, ухудшение долговременной па-
мяти, внимания и зрительно-пространственного
восприятия, быстрая утомляемость при эмоцио-
нальных и умственных нагрузках и др. [2, 3].
По данным [4], такие нарушения развиваются и
прогрессируют у 20–50% пациентов в отдален-
ный период после облучения, значительно сни-
жая качество жизни. Этим обусловлена важность
разработки способов и средств профилактики и
лечения пострадиационных нейрокогнитивных
расстройств, что делает актуальным проведение
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экспериментальных исследований с использова-
нием лабораторных животных, направленных на
изучение характера когнитивных нарушений, вы-
зываемых действием ионизирующего излучения
на головной мозг, и лежащих в их основе клеточ-
ных и молекулярных механизмов.

В настоящее время известно, что повреждение
головного мозга при облучении заключается в
развитии ряда патофизиологических процессов,
среди которых важное место занимает подавле-
ние нейрогенеза в гиппокампе [5]. При этом в
ранний период после радиационного воздей-
ствия наблюдается гибель значительного количе-
ства нейральных стволовых и/или прогенитор-
ных клеток, расположенных в зоне зубчатой из-
вилины, в то время как в отдаленный период –
снижение их пролиферативной активности и из-
менение способности к дифференцировке [6, 7].
Полагают, что последнее является одной из при-
чин возникновения отдаленных последствий в
виде когнитивных нарушений и может быть связа-
но с развитием хронического нейровоспаления, в
котором определяющую роль играет активация
иммунных клеток ЦНС – клеток микроглии [8].
Результаты экспериментальных исследований
свидетельствуют о том, что увеличение количе-
ства клеток активированной микроглии в разных
областях гиппокампа, выявляемое через 1 нед.
после воздействия рентгеновского и γ-излучения
на область головы мышей [9–12], может сохра-
няться до 2 мес. после облучения [13] и сопровож-
даться нарушением гиппокамп-зависимых ко-
гнитивных функций. Стоит отметить, что эти
данные получены при использовании дозы излу-
чения, равной 10 Гр. В то же время, для более глу-
бокого понимания механизмов развития радиа-
ционно-индуцированных когнитивных наруше-
ний необходимы исследование когнитивных
функций и определение доли клеток активиро-
ванной микроглии в головном мозге как при вы-
соких, так и при меньших дозах облучения – ра-
зовых очаговых дозах, используемых при фрак-
ционированной лучевой терапии, – и в более
отдаленный срок после облучения.

В связи с этим целью данной работы было ис-
следование когнитивных функций и состояния
микроглии через 1, 2 и 6 мес. после однократного
γ-облучения головы мышей в дозах 2 и 8 Гр. Со-
стояние микроглии, кроме того, оценивали и че-
рез 3 сут, чтобы оценить чувствительность этих
клеток мозга к облучению.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Лабораторные животные. В экспериментах ис-

пользовали самцов мышей инбредной линии
C57BL/6 в возрасте 7–8 нед., полученных из пи-
томника “Столбовая”, массой 18–21 г. Животных
содержали в стандартных условиях вивария, со

свободным доступом к воде и пище (ad libitum).
Все эксперименты с животными проводили в со-
ответствии с требованиями этического комитета
НИЦ “Курчатовский институт”.

Облучение. Мышей подвергали воздействию
γ-излучения на область головы на установке
“ГУТ-200М” (источник – 60Co, мощность дозы –
2.35 Гр/мин) при комнатной температуре в дозах
2 и 8 Гр. На время облучения животных помеща-
ли в специальные прозрачные пластмассовые
фиксаторы. Для предотвращения воздействия
γ-излучения на другие ткани использовали свин-
цовую защиту. При обращении с контрольными и
облученными животными выполнен одинаковый
набор экспериментальных процедур.

Подсчет количества лейкоцитов. Количество
лейкоцитов определяли в периферической крови
мышей через 3 сут и 1 мес. после облучения по об-
щепринятой методике. Кровь собирали из хво-
стовой вены после подрезания кончика хвоста и
5 мкл крови добавляли в микропробирку, содер-
жащую 95 мкл 3%-ной уксусной кислоты. Коли-
чество лейкоцитов подсчитывали с помощью ка-
меры Горяева.

Анализ поведения мышей в тесте “Открытое
поле” (“ОП”). Для проведения теста использовали
круглую арену диаметром 120 см, окруженную
стенками высотой 45 см. Пол арены и стенки из-
готовлены из серого поливинилхлорида. Перед
помещением в арену каждого следующего живот-
ного стенки и пол протирали 70%-ным раствором
этанола. Для тестирования каждое животное по-
мещали в центр открытого поля и давали 5 мин
для свободного обследования арены. Во время те-
стирования проводили видеорегистрацию пове-
дения животного при помощи цветной аналого-
вой видеокамеры “WV-CP500G” (“Panasonic Cor-
poration”, Япония), установленной над центром
арены на высоте 2.5 м, и системы видеорегистра-
ции поведения “EthoVision XT 8.5” (“Noldus In-
formation Technology”, Нидерланды) при частоте
сбора данных 25 кадров в секунду и разрешении
видео 768 × 576 пикселей. Полученные видеоза-
писи поведения анализировали в программе
“EthoVision XT 8.5”. Для каждого кадра автомати-
чески находили точку центра масс проекции тела
животного. В арене выделяли следующие зоны:
пристеночная зона (кольцо шириной 10 см от
стенки арены), промежуточная зона (кольцо в об-
ласти от 10 до 30 см от стенки арены), централь-
ная зона (непосредственный центр арены, диа-
метр 60 см). Проводили автоматический анализ
следующих параметров поведения животного:
общий пройденный путь в открытом поле (см);
средняя скорость (см/с); время, проведенное в
пристеночной зоне (с); время, проведенное в про-
межуточной зоне (с); время, проведенное в цен-
тральной зоне (с). Кроме того, подсчитывали об-
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щее количество стоек (без опоры и с опорой) и
фиксировали время до первой стойки при анали-
зе видеозаписи поведения мышей.

Анализ обстановочной ассоциативной памяти
мышей в тесте “Условно-рефлекторное замирание”
(“УРЗ”). Для проведения теста использовали
установку “NIR Video Fear Conditioning Package
for Mouse” (“Med Associates Inc.”, США), уком-
плектованную шумоизоляционной камерой раз-
мером 20 × 30 × 20 см с тремя непрозрачными и
двумя прозрачными пластиковыми стенками,
электропроводящим полом из стальных стерж-
ней, источником диффузного белого света и ис-
точником ближнего инфракрасного света. Перед
помещением в камеру каждого следующего жи-
вотного стенки и пол протирали 70%-ным рас-
твором этанола. При обучении условно-рефлек-
торному замиранию мышей помещали в камеру,
давали 3 мин для свободного обследования обста-
новки, далее 3 раза с интервалом 1 мин наносили
электрокожное раздражение (ток силой 1 мА в те-
чение 2 с), после чего сразу же возвращали в до-
машнюю клетку (общее время сеанса составляло
6 мин). Тестирование обстановочной ассоциа-
тивной памяти проводили через 24 ч после обуче-
ния при повторном предъявлении обстановки в
течение 3 мин без электрокожного раздражения.
Во время обучения и тестирования проводили ви-
деорегистрацию поведения животного при помо-
щи чувствительной к свету ближнего инфракрас-
ного диапазона монохромной видеокамеры и си-
стемы видеорегистрации поведения “Video
Freeze” (“Med Associates Inc.”, США) при частоте
сбора данных 30 кадров в секунду и разрешении
видео 320 × 240 пикселей. С помощью программы
“Video Freeze 2.6.5.81” получали видеозаписи и
проводили автоматический анализ поведения
мышей по продолжительности актов замирания
(отсутствия любых движений животного, кроме
дыхательных), определяя долю времени (уро-
вень) замираний от общей продолжительности
экспериментальной процедуры (%). Для реги-
страции уровня спонтанных замираний живот-
ных в каждой экспериментальной группе исполь-
зовали “активный контроль” (мыши, не подвер-
гавшиеся действию электрокожного раздражения
при обучении).

Анализ пространственного обучения и памяти
мышей в тесте “Водный лабиринт Морриса”
(“ВЛМ”). Для проведения теста использовали
круглый бассейн диаметром 120 см с высотой сте-
нок 60 см, заполненный водой до 40 см; темпера-
туру воды поддерживали на уровне 24–25°С. Бас-
сейн находился в комнате с большим количе-
ством пространственных ориентиров – цветных
пластмассовых предметов, настенных плакатов и
др. Бассейн был условно разделен на четыре квад-
ранта, в центре одного из которых (“целевой”
квадрант) на 1 см ниже поверхности воды распо-

лагалась “скрытая” круглая платформа диамет-
ром 9 см; местоположение платформы оставалось
неизменным на протяжении всего эксперимента.
Животных обучали находить платформу в тече-
ние пяти дней (5 попыток в день, длительность
попытки – 60 с, интервал между попытками –
1 ч), опуская в бассейн в одном из трех квадран-
тов, не содержащих платформу; места запуска че-
редовали случайным образом. Если мышь не на-
ходила платформу за отведенное время (60 с), ее
аккуратно направляли на платформу, оставляли
на 30 с, после чего снимали, вытирали насухо и
возвращали в домашнюю клетку до следующей
попытки. Тестирование выполняли на 6-й день –
через 24 ч после последней попытки, предвари-
тельно убрав платформу из бассейна. Во время
обучения и тестирования проводили видеореги-
страцию траектории животного с использовани-
ем автоматизированной системы видеосъемки,
состоящей из цветной видеокамеры “DCR-SR21E”
(“Sony Corporation”, Япония), расположенной на
2.5 м выше бассейна, и модуля захвата кадров
“Picolo U4 H.264” (“Euresys”, Бельгия) при часто-
те сбора данных 12.5 кадров в секунду и разреше-
нии видео 1024 × 576 пикселей. Для каждого кад-
ра автоматически находили точку центра масс
проекции тела животного; для повышения точно-
сти детекции животного в воду добавляли белую
водоэмульсионную краску. С помощью програм-
мы “EthoVision XT 8.5” рассчитывали следующие
параметры: средняя скорость (см/с); время до-
стижения платформы (с); число пересечений зо-
ны платформы (ед.); доля времени, проведенного
в «целевом» квадранте (%).

При исследовании когнитивных функций в
каждой экспериментальной группе было по 12–
15 животных. Все использованные тесты прово-
дили на оборудовании ресурсного центра нейро-
когнитивных исследований “Нейрон” НИЦ
“Курчатовский институт”.

Выделение клеток из головного мозга мыши. Вы-
деление клеток из головного мозга контрольных
и облученных мышей проводили в соответствии с
методом [14], как описано ранее [15]. Для каждого
срока исследования одновременно анализирова-
ли мозг контрольных и облученных животных.
Транскардиальную перфузию для удаления кле-
ток крови проводили после анестезии мышей с
использованием смеси золетила (0.04 мг на 1 г
массы мыши в фосфатно-солевом буфере, ФСБ)
и рометара (25 мкл на 100 г массы мышей), кото-
рую вводили в/м из расчета 0.1 мл на 10 г веса мы-
ши. Мозг извлекали, удаляли мозжечок и обоня-
тельные доли, помещали в чашку Петри и промы-
вали холодным ФСБ с сахарозой (20 г/л) и
глюкозой (0.9 г/л). Добавляли 2 мл аккутазы,
тщательно измельчали мозг, переносили в про-
бирку, добавляли еще 1 мл аккутазы и инкубиро-
вали в течение 15 мин при 37°С в водяной бане
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при помешивании. Затем добавляли в каждую
пробирку по 0.5 мл фетальной бычьей сыворотки
(ФБС), помещали в ледяную баню, и гомогенат
ткани дважды протирали через нейлоновое сито с
диаметром пор 100 мкм (“SPL Life Sciences”, Рес-
публика Корея), затем 1 раз через сито с диамет-
ром пор 70 мкм, переносили в центрифужные
пробирки и центрифугировали при 4°С 7 мин при
500 g. Супернатант удаляли, осадок ресуспенди-
ровали в 20%-ном изотоническом растворе (10 мл
на 1 мозг) перколла (“GE Healthcare”, США). На
перколл наслаивали 5 мл раствора Хэнкса
(“ПанЭко”, Россия) и центрифугировали 10 мин
при 550 g без торможения. Слой миелина, скон-
центрированный в интерфазе, и супернатант уда-
ляли, осадок клеток дважды промывали ФСБ.
Клетки ресуспендировали в 0.5 мл ФСБ, добавля-
ли трипановый синий и подсчитывали в камере
Горяева.

Фенотипирование клеток мозга мыши. Для
идентификации микроглии суспензию клеток го-
ловного мозга окрашивали антителами к антиге-
ну мыши CD11b, конъюгированными с фико-
эритрином, и к CD45, конъюгированными с кра-
сителем Alexa Fluor 488. Клетки покоящейся мик-

роглии идентифицировали как субпопуляцию
СD11b+/СD45low после двойного окрашивания
антителами к CD11b и к СD45 (“ВioLegend”,
США). Популяция клеток с фенотипом
СD11b+/СD45high соответствует клеткам активи-
рованной микроглии и макрофагам. Разведение
антител использовали в соответствии с указания-
ми фирмы-изготовителя. Флуоресценцию клеток
анализировали на проточном цитофлуориметре
“BD FACSCalibur” (“BD Biosciences”, США),
оснащенном аргоновым лазером с длиной волны
488 нм и диодным красным лазером с длиной вол-
ны 635 нм (Ресурсный центр молекулярной и кле-
точной биологии). В каждом образце анализиро-
вали 10 тыс. клеток.

Статистическая обработка. Статистическую
обработку результатов проводили по методу
Стьюдента с использованием компьютерной про-
граммы “OriginPro”. Данные представляли в виде
средних значений и стандартной ошибки средне-
го. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для контроля отсутствия повреждения других
органов при облучении головы мышей анализи-
ровали количество лейкоцитов в перифериче-
ской крови через 3 сут и 1 мес. после облучения.
Полученные данные приведены в табл. 1. Стати-
стически значимых различий в уровне лейкоци-
тов у контрольных и облученных в дозах 2 и 8 Гр
мышей в указанные сроки не обнаружено.

Вес мышей во всех экспериментальных груп-
пах через 1, 2 и 6 мес. после воздействия γ-излуче-
ния не отличался от контроля (табл. 2). У мышей,
облученных в дозе 8 Гр, но не у облученных в дозе
2 Гр и контрольных мышей, отмечено появление
седины в области головы. Также важно отметить,
что облучение головы в дозе 8 Гр приводило к раз-
витию односторонней или двусторонней ката-
ракты у 33% мышей через 6 мес. после воздей-
ствия, что было обнаружено при тщательном ви-
зуальном осмотре животных. Поскольку это
могло повлиять на остроту зрения и из-за этого на
поведение животных в когнитивных тестах, дан-
ные по этим животным были исключены из ста-
тистического анализа. Эффекты, наблюдаемые
нами после γ-облучения головы мышей, были от-
мечены и другими авторами [13, 16–19].

Поведение мышей исследовали в тесте “ОП”
через 1 и 2 мес. после облучения. Однократное
γ-облучение головы в дозах 2 и 8 Гр не влияло на
двигательную активность и уровень тревожности
мышей через 1 мес. после облучения: различий в
таких показателях, как общий пройденный путь,
средняя скорость и длительность пребывания в
пристеночной, промежуточной и центральной

Таблица 1. Количество лейкоцитов в периферической
крови контрольных и облученных в дозах 2 и 8 Гр мы-
шей линии C57BL/6 через 3 сут и 1 мес. после облуче-
ния головы
Table 1. White blood cell count in the peripheral blood of
control and irradiated C57BL/6 mice 3 days and 1 month
after head-only irradiation at doses of 2 and 8 Gy

Группа
Количество лейкоцитов, 109/л

3 сут 1 мес.

Контроль 13.4 ± 0.5 12.9 ± 0.8

2 Гр 12.1 ± 0.4 13.3 ± 0.9

8 Гр 11.5 ± 0.9 14.1 ± 0.9

Таблица 2. Средний вес контрольных и облученных в
дозах 2 и 8 Гр мышей линии C57BL/6 через 1, 2 и 6 мес.
после облучения головы
Table 2. Body weight of control and irradiated C57BL/6
mice 1, 2 and 6 months after head-only irradiation at doses
of 2 and 8 Gy

Группа
Средний вес, г

1 мес. 2 мес. 6 мес.

Контроль 25.6 ± 0.5 27.8 ± 0.8 31.7 ± 0.9

2 Гр 25.6 ± 0.4 27.6 ± 0.6 31.7 ± 1.0

8 Гр 24.1 ± 0.6 25.9 ± 0.7 30.7 ± 0.4
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зонах, между контрольными и облученными мы-
шами не обнаружено (табл. 3). Через 2 мес. после
облучения длительность пребывания в присте-
ночной, промежуточной и центральной зонах не
отличалась между группами, однако были отме-
чены большие в сравнении с контролем общий
пройденный путь и средняя скорость мышей, об-
лученных в дозах 2 и 8 Гр (табл. 4). Контрольные
и облученные в дозах 2 и 8 Гр мыши характеризо-
вались схожей ориентировочно-исследователь-
ской активностью, оцениваемой по общему ко-
личеству стоек и времени до первой стойки, через
1 и 2 мес. после облучения (табл. 3, табл. 4).

В качестве модели ассоциативной памяти у
контрольных и облученных мышей использовали
выработку реакции условно-рефлекторного за-
мирания на «контекст». Тест выполняли через 1 и
2 мес. после облучения. Согласно полученным
данным, представленным на рис. 1, у контроль-
ных мышей и мышей, подвергнутых γ-облучению
головы в дозах 2 и 8 Гр, через 1 мес. после воздей-
ствия уровень замираний составлял менее 3% до
обучения (спонтанные замирания, группы “ак-
тивного контроля”) и значительно увеличивался
непосредственно после обучения (рис. 1, а), не

снижаясь при повторном попадании в известную
обстановку во время тестирования через 24 ч по-
сле обучения (рис. 1, б). Статистически значимые
различия по этому показателю между контроль-
ными и облученными мышами отсутствовали.
Схожие результаты получены через 2 мес. после
облучения (рис. 1, в, г).

Для исследования пространственного обуче-
ния и памяти мышей через 1, 2 и 6 мес. после об-
лучения использовали тест “ВЛМ”. Полученные
данные представлены на рис. 2 и в табл. 5. Важно
отметить, что физическое состояние (двигатель-
ная активность) мышей во всех эксперименталь-
ных группах, оцениваемое по средней скорости
их перемещения, в данном тесте было схожим
(данные не представлены). Обнаружено, что од-
нократное γ-облучение головы в дозе 2 Гр не при-
водит к развитию нарушений пространственного
обучения и памяти мышей в исследуемые сроки.
В то же время, у мышей, облученных в дозе 8 Гр,
через 1 мес. после воздействия обнаружены ста-
тистически значимые отличия от контроля во
времени достижения платформы при тестирова-
нии (6-й день; рис. 2, б) и числе пересечений зоны
платформы. Через 2 мес. после облучения, в до-

Таблица 3. Анализ параметров поведения мышей в тесте “ОП” через 1 мес. после облучения в дозах 2 и 8 Гр
Table 3. Open field activity patterns of control and irradiated mice analyzed 1 month after irradiation at doses of 2 and 8 Gy

Группа Контроль 2 Гр 8 Гр

Пройденный путь, см 2110 ± 197 2387 ± 202 2561 ± 128

Длительность 
пребывания, с

в пристеночной зоне 218 ± 12 219 ± 17 208 ± 15

в промежуточной зоне 66 ± 10 54 ± 13 72 ± 13

в центральной зоне 16 ± 3 26 ± 10 19 ± 3

Средняя скорость, см/с 7.0 ± 0.7 8.0 ± 0.7 8.5 ± 0.5

Количество стоек, ед. 28 ± 3 27 ± 3 22 ± 1

Время до первой стойки, с 21 ± 4 23 ± 4 20 ± 5

Таблица 4. Анализ параметров поведения мышей в тесте “ОП” через 2 мес. после облучения в дозах 2 и 8 Гр
Table 4. Open field activity patterns of control and irradiated mice analyzed 2 months after irradiation at doses of 2 and 8 Gy

* Отличия статистически значимы в сравнении с контролем, p < 0.05.

Группа Контроль 2 Гр 8 Гр

Пройденный путь, см 2107 ± 218 2809 ± 235* 3589 ± 300*

Длительность 
пребывания, с

в пристеночной зоне 218 ± 19 203 ± 19 170 ± 16

в промежуточной зоне 58 ± 15 71 ± 11 89 ± 9

в центральной зоне 22 ± 6 28 ± 10 39 ± 9

Средняя скорость, см/с 7.0 ± 0.7 9.4 ± 0.8* 12.0 ± 1.0*

Количество стоек, ед. 18 ± 4 24 ± 2 28 ± 3

Время до первой стойки, с 22 ± 6 22 ± 6 17 ± 2
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полнение к указанным изменениям, были зареги-
стрированы статистически значимые отличия от
контроля во времени достижения платформы при
обучении (рис. 2, в) и длительности пребывания в
“целевом” квадранте. Однако в более отдаленный
период – через 6 мес. – после облучения в дозе
8 Гр изменения показателей пространственного
обучения и памяти мышей не обнаружено

(рис. 2, д, е). Так, большее в сравнении с контро-
лем время достижения платформы было отмече-
но только в 5-й день обучения при отсутствии
различий в других исследованных параметрах
(табл. 5).

Наблюдаемые в отдаленный период постради-
ационные нарушения пространственного обуче-

Рис. 1. Уровень замираний мышей в день обучения (а, в) и в день тестирования (б, г), оцениваемый через 1 мес. (а, б) и
2 мес. (в, г) после γ-облучения головы в дозах 2 и 8 Гр.
Fig. 1. Freezing behavior of mice on the training day (a, c) and on the testing day (b, d), assessed 1 month (a, b) and 2 months (c, d) after
whole brain γ-irradiation at doses of 2 and 8 Gy.
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Таблица 5. Анализ параметров пространственного обучения и памяти мышей при тестировании в “ВЛМ” в раз-
ные сроки после γ-облучения головы в дозах 2 и 8 Гр 
Table 5. Parameters of spatial learning and memory analyzed during probe trial in Morris water maze 1, 2 and 6 months
after head-only γ-irradiation of mice at doses of 2 and 8 Gy

* Отличия статистически значимы в сравнении с контролем, p < 0.05.

Параметр Период после 
облучения, мес.

Группа

Контроль 2 Гр 8 Гр

Длительность пребывания
в “целевом” квадранте, %

1 36.2 ± 4.0 34.2 ± 4.3 28.4 ± 3.2

2 34.4 ± 2.0 28.7 ± 3.0 23.2 ± 2.8*

6 30.2 ± 5.2 25.7 ± 5.5 26.5 ± 3.8

Количество пересечений 
зоны платформы, ед.

1 3.0 ± 0.6 2.0 ± 0.4 1.3 ± 0.4*

2 2.8 ± 0.5 1.8 ± 0.5 1.1 ± 0.3*

6 2.3 ± 0.7 1.6 ± 0.5 1.1 ± 0.4
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ния и памяти мышей могут быть обусловлены
развитием нейровоспаления в головном мозге.
Развитие нейровоспаления в отдаленный период
после облучения связывают с возрастанием коли-
чества клеток активированной микроглии. При
анализе системы микроглии количество клеток
покоящейся и активированной микроглии оце-
нивали с помощью проточной цитофлуоримет-
рии после иммуноцитохимического окрашива-
ния. На рис. 3, а показан выбор анализируемой
популяции клеток мозга по данным светорассея-
ния, а на рис. 3, б – идентификация клеток поко-
ящейся и активированной микроглии после
окрашивания антителами.

Данные о количественном изменении клеток
покоящейся и активированной микроглии и доли
активированной микроглии в общей популяции
микроглии представлены на рис. 4. Из представ-
ленных данных следует, что облучение головы
мышей и в дозе 2 Гр, и в дозе 8 Гр приводит к глу-
бокому снижению количества клеток как покоя-
щейся (рис. 4, а), так и активированной микро-
глии (рис. 4, б) через 3 сут – в ранний период по-
сле воздействия. Далее во все исследованные
сроки – через 1, 2 и 6 мес. после облучения – и
при дозе 2 Гр, и при дозе 8 Гр обнаружено про-
порциональное дозе уменьшение количества кле-
ток покоящейся микроглии (рис. 4, а). Следует

Рис. 2. Время достижения платформы при обучении (а, в, д) и при тестировании через 24 ч после последней попытки
в 5-й день обучения (б, г, е), оцениваемое через 1 мес. (а, б), 2 мес. (в, г) и 6 мес. (д, е) после γ-облучения мышей в дозах
2 и 8 Гр. 1 – контрольные мыши, 2 – мыши, облученные в дозе 2 Гр, 3 – мыши, облученные в дозе 8 Гр. 
* Отличия статистически значимы в сравнении с контролем, p < 0.05.
Fig. 2. Latency during learning period (a, c, e) and on the testing day 24 hours after the last trial on the fifth day of learning (b,
d, f), assessed 1 month (a, b), 2 months (c, d), and 6 months (e, f) after γ-irradiation of mice at doses of 2 and 8 Gy. 1 – control
group, 2 – 2 Gy irradiated mice, 3 – 8 Gy irradiated mice. 
* Significantly different from control, p < 0.05.
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подчеркнуть, что через 6 мес. наблюдения, т.е. в
возрасте 8 мес., у контрольных мышей обнаруже-
ны уменьшение количества клеток покоящейся
микроглии (рис. 4, а) и тенденция к увеличению
количества клеток активированной микроглии
(рис. 4, б). Количество клеток активированной
микроглии через 1 и 2 мес. после облучения в дозе
2 Гр было снижено незначительно, но через 6 мес.
снижение было статистически значимым (рис. 4, б).
После облучения в дозе 8 Гр снижение количе-
ства клеток активированной микроглии обнару-
жено через 2 и 6 мес. (рис. 4, б).

Доля клеток активированной микроглии в го-
ловном мозге в отдаленный период после облуче-
ния в дозе 2 Гр не отличалась от контроля, а после
облучения в дозе 8 Гр она была увеличена через
1 и 2 мес. после воздействия, но возвращалась к
уровню контроля через 6 мес. (рис. 4, в). Полу-
ченные результаты свидетельствуют о повышен-
ном уровне активации микроглии через 1 и 2 мес.
после облучения в дозе 8 Гр, что свидетельствует
о развитии нейровоспаления в этот период.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для разработки средств профилактики и лече-
ния отдаленных пострадиационных когнитивных
расстройств необходимо исследовать клеточные
механизмы, лежащие в их основе. Считается, что
возникновение и прогрессирование когнитивных
нарушений после облучения головного мозга мо-
гут быть связаны с развитием хронического ней-
ровоспаления, ведущую роль в котором играет
устойчивое нарушение соотношения покоящей-
ся и активированной микроглии с увеличением
доли последней. Целью данной работы было ис-
следование когнитивных функций и состояния
системы микроглии через 3 сут и 1, 2 и 6 мес. по-
сле однократного γ-облучения головы мышей.
Для проведения исследования были выбраны две
дозы облучения: 2 Гр – разовая очаговая доза,
широко используемая при фракционированном
облучении в процессе лучевой терапии, и более
высокая доза – 8 Гр, которая по повреждающему
действию соответствует дозе 18 Гр, “набранной”
в режиме фракционированного облучения за
9 фракций по 2 Гр [20, 21].

Рис. 3. Идентификация клеток микроглии с помощью проточной цитофлуориметрии: а – прямое/боковое светорас-
сеяние типичного препарата клеток мозга мыши; б – dot-plot гистограмма клеток, окрашенных антителами к CD11b,
конъюгированными с фикоэритрином, и к CD45, конъюгированными с красителем Alexa Fluor 488. R1 – область ана-
лиза клеток, R2 – популяция клеток с фенотипом CD11b+/CD45low – соответствует покоящейся микроглии, R3 –
CD11b+/CD45high – активированной микроглии.
Fig. 3. Microglia identification by f low cytometry: a – typical forward/side scatter dot-plot of the mouse brain cells sample; b –
cells stained with antibodies to CD11b labeled with PE and to CD45 labeled with Alexa Fluor 488. R1 – gating of the population
of interest, R2 – CD11b+/CD45low subpopulation, representing quiescent microglia, R3 – CD11b+/CD45high subpopulation,
representing activated microglia.
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Условия облучения головы позволили обеспе-
чить локальное действие γ-излучения на голов-
ной мозг мышей без существенного воздействия
на другие ткани, что подтверждается отсутствием
снижения количества лейкоцитов в перифериче-
ской крови облученных мышей через 3 сут и
1 мес. после воздействия (табл. 1) и отсутствием
снижения веса в динамике после воздействия
(табл. 2).

Анализ различных параметров при проведе-
нии теста “ОП” показывает, что облучение голо-
вы в дозах 2 и 8 Гр практически не влияет на дви-
гательную активность и ориентировочно-иссле-
довательское поведение мышей через 1 и 2 мес.
после воздействия (табл. 3, табл. 4). В обеих груп-
пах облученных мышей отмечено лишь увеличе-
ние средней скорости и пройденного пути через
2 мес. после облучения, что отражает повышение
двигательной активности. Обнаруженные разли-
чия, возможно, связаны с ослаблением отрица-
тельной реакции у облученных мышей на мягкие
аверсивные раздражители теста (рассеянный
свет, новое пространство). Более активное пове-
дение мышей в тесте “ОП” было также показано
Kalm M. и соавт. (через 1 год после облучения го-
ловы в дозе 8 Гр) [21]. В то же время в ряде иссле-
дований воздействие γ-излучения в диапазоне доз
5–10 Гр на область головы мышей не приводило к
изменению исследуемых параметров в тесте “ОП” в
сравнении с контролем в период от 6 до 19 нед.
после облучения [16, 20, 22, 23]. В работе [18] дви-
гательная активность облученных мышей соот-
ветствовала уровню контроля через 2 и 6 мес., но
была достоверно снижена через 3 и 4 мес. после
облучения головы в более высокой дозе 10 Гр.
Обобщая полученные нами данные и данные пе-
речисленных выше работ, можно заключить, что
облучение головы в использованных в настоящей
работе умеренных дозах 2 и 8 Гр в отдаленный пе-
риод после воздействия, по-видимому, не приво-
дит к нарушению поведения животных.

В экспериментальных исследованиях когни-
тивные функции лабораторных животных, в том
числе после повреждающих воздействий разной
природы, оценивают с помощью различных мо-
делей и тестов. В настоящей работе для изучения
влияния облучения головного мозга на ассоциа-
тивную память мышей был использован тест
“УРЗ”, при котором условным сигналом была об-
становка обучения (“контекст”). Согласно полу-
ченным данным (рис. 1), воздействие γ-излуче-
ния в дозе 2 Гр на область головы животных не
приводит к изменению длительности замираний
ни при обучении, ни при тестировании через 1 и
2 мес. после воздействия. У мышей, облученных в
дозе 8 Гр, различия с контрольной группой также
отсутствовали. Таким образом, нарушений в фор-
мировании и воспроизведении ассоциативной
памяти у облученных животных нами не обнару-

Рис. 4. Динамика изменения количества клеток поко-
ящейся (а) и активированной (б) микроглии и доли
клеток активированной микроглии (в) в мозге мышей
линии С57ВL/6: 1 – контрольные мыши, 2 – мыши,
облученные в дозе 2 Гр, 3 – мыши, облученные в дозе
8 Гр. 
* Отличия статистически значимы в сравнении с
уровнем соответствующего контроля, p < 0.05; # – от-
личия статистически значимы в сравнении с уровнем
исходного контроля, р < 0.05.
Fig. 4. Quiescent (a) and activated (b) microglia cell num-
ber dynamics and changes in the share of activated microg-
lia (c) in brain of C57BL/6 mice after γ-irradiation at doses
of 2 and 8 Gy: 1 – control group, 2 – 2 Gy irradiated mice,
3 – 8 Gy irradiated mice.
* Significantly different from the corresponding control,
p < 0.05; # – significantly different from initial control,
p < 0.05.
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жено. Это согласуется с результатами исследова-
ний, полученными в более ранние сроки после
облучения [24, 25].

Принимая во внимание важную, если не веду-
щую, роль повреждения гиппокампа в развитии
отдаленных когнитивных нарушений, было про-
ведено исследование пространственного обуче-
ния и памяти мышей с использованием теста
“ВЛМ” (рис. 2, табл. 5). Данный тест очень чув-
ствителен к повреждению гиппокампа и, по-ви-
димому, в большей мере зависит от нормального
функционирования данной структуры мозга, чем
выработка условно-рефлекторного замирания на
“контекст” [26, 27]. Действительно, у мышей че-
рез 1 мес. после облучения головы в дозе 8 Гр бы-
ли обнаружены нарушения пространственной
памяти, выраженные в большем времени дости-
жения платформы и меньшем количестве пересе-
чений зоны платформы при тестировании в срав-
нении с контрольной группой. Через 2 мес. после
облучения в этой дозе статистически значимые
различия в параметрах теста обнаружены не толь-
ко при тестировании, но и при обучении: облу-
ченные в дозе 8 Гр мыши показывали большее
время достижения платформы во 2-, 4-й и 5-й дни
обучения. В то же время через 6 мес. у данной
группы облученных мышей наблюдалась только
тенденция к снижению обучаемости в сравнении
с контролем. Облучение головы в дозе 2 Гр не
оказывало негативного влияния на простран-
ственную память мышей во все исследуемые пе-
риоды после воздействия.

Результаты исследования когнитивных функ-
ций мышей согласуются с данными по измене-
нию соотношения клеток покоящейся и активи-
рованной микроглии в головном мозге в анало-
гичные периоды после облучения (рис. 4). Так,
доля клеток активированной микроглии в мозге
не отличалась от контроля после γ-облучения в
дозе 2 Гр, но значительно возрастала через 1 и
2 мес. после γ-облучения в дозе 8 Гр, что свиде-
тельствует о развитии нейровоспаления в данных
условиях. В более отдаленный период – через
6 мес. после облучения – доля клеток активиро-
ванной микроглии у контрольной и обеих групп
облученных мышей не различалась, что, возмож-
но, указывает на отсутствие нейровоспаления. В
то же время, анализируя состояние клеток покоя-
щейся и активированной микроглии после облу-
чения, следует отметить, что и через 6 мес. коли-
чество клеток покоящейся и активированной
микроглии остается сниженным после облучения
головы мышей и в дозе 2 Гр, и в дозе 8 Гр (рис. 4).
Это может быть отражением длительного нару-
шения гомеостаза в системе микроглии как в ран-
ний (3 сут. после воздействия), так и в отдален-
ный период после облучения. Полученные дан-
ные об уменьшении количества клеток обоих
типов микроглии через 3 сут после облучения

(рис. 4, а, б) свидетельствуют о высокой радио-
чувствительности этих клеток при облучении го-
ловы и, как было показано нами ранее, при об-
щем облучении мышей [15]. Длительное постра-
диационное снижение клеток микроглии в мозге
может приводить к снижению устойчивости моз-
га к развитию нейроинфекции.

Таким образом, показано возникновение на-
рушений в пространственной памяти мышей в
отдаленный период – через 1 и 2 мес. – после
однократного γ-облучения головы в дозе 8 Гр, ко-
торые восстанавливались к 6 мес. после воздей-
ствия. При этом показано отсутствие таких на-
рушений при меньшей дозе, равной 2 Гр, что мо-
жет указывать на “подпороговое” повреждение
структур головного мозга и/или их более быстрое
восстановление при этой дозе. Нарушений ассо-
циативной памяти в изученных условиях в отда-
ленный период не обнаружено. Наблюдаемые
эффекты воздействия ионизирующего излучения
на когнитивные функции коррелируют с обнару-
женным увеличением доли клеток активирован-
ной микроглии в мозге, отражающем развитие
нейровоспаления. Предотвращение или подавле-
ние этого процесса с помощью эксперименталь-
ных и одобренных к медицинскому применению
препаратов является перспективной стратегией
профилактики и лечения отдаленных пострадиа-
ционных когнитивных расстройств.
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Cognitive Impairment and Induction of Neuroinflammation in the Late Period 
after Single Whole Brain γ-Irradiation of Mice

A. S. Zhirnika,#, O. D. Smirnovaa, Ju. P. Semochkinaa, K. D. Shibaevaa, A. V. Rodinaa,
M. G. Ratushnjaka, and E. Ju. Moskalevaa

a National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia
#E-mail: Zhirnik_AS@nrcki.ru

Late effects of single head-only γ-irradiation (2 and 8 Gy) on cognitive function and brain microglia in
С57ВL/6 mice were studied. Two months, but not one month, after irradiation at doses of 2 and 8 Gy mice
demonstrated increased motor activity (distance traveled and velocity) in the open field test, while there were
no changes in exploratory behavior (number of rearings and latency for first rearing) compared to controls at
these time points. Contextual fear conditioning data suggested unimpaired associative learning and memory
in mice 1 and 2 months after exposure to radiation, as judged by the similar duration of freezing among groups
on the training day and 24 hours later (on the testing day). Using the Morris water maze, we revealed the spa-
tial memory deficit in mice irradiated at a dose of 8 Gy at 1 and 2 months post irradiation. Nevertheless, no
differences in spatial parameters analyzed for control and irradiated mice were detected 6 months post irra-
diation. It is important to note that head-only irradiation at a lower dose – 2 Gy – did not result in spatial
memory deterioration at all time points studied. We observed the sustained decrease in the number of resting
and activated microglia in irradiated mouse brain, and the proportion of activated microglia increased after
8 Gy head irradiation, corresponding to the results from cognitive testing. Data obtained in this study suggest
that radiation-induced cognitive impairment may be due to neuroinflammation, in which activation of mi-
croglia and increase in the proportion of these cells play a key role.

Keywords: γ-radiation, cognitive functions, spatial memory, microglia, activated microglia, neuroinflamma-
tion, whole brain irradiation, brain, mice
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