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РЕФЕРАТ

Цель: Исследование влияния γ, n-облучения головы мышей на повреждение клеток мозга, поведение и когнитивные функции и 
изучение возможности снижения пострадиационных нарушений в мозге при введении лактоферрина (ЛФ).
Материал и методы: Облучение головы мышей проводили в пучке нейтронов и гамма-квантов ядерного реактора ИР-8. Клетки 
головного мозга контрольных и облученных мышей выделяли с использованием перколла. Нейроны и клетки покоящейся и акти-
вированной микроглии анализировали с использованием флуоресцентно меченных антител при проточной цитометрии. Уровень 
двунитевых разрывов (ДР) ДНК в нейронах определяли по содержанию гистона γН2АХ. Уровень экспрессии генов цитокинов 
в гиппокампе исследовали с помощью ОТ/ПЦР. Для анализа поведения и когнитивных функций использовали тесты «открытое 
поле», «водный лабиринт Морриса» и «распознавание нового объекта». ЛФ выделяли из женского молозива методом препаратив-
ной ионообменной хроматографии с последующей доочисткой на аффинном сорбенте гепарин-сефарозе.
Результаты: γ, n-Облучение головы мышей в дозе 1,5 Гр приводило к  повышению уровня ДР ДНК в нейронах. Через 24 ч сни-
жалось общее количество клеток и количество нейронов в выделенной фракции, но не клеток микроглии. Количество клеток по-
коящейся и активированной микроглии через 3–72 ч после γ, n-облучения не изменялось. Уровень экспрессии генов TNFα, IL-1β и 
IL-6 через 2 мес после γ, n-облучения головы мышей в дозе 1,5 Гр повышался, что свидетельствует о развитии нейровоспаления. 
В этот период у облученных мышей показано повышение тревожности и нарушение пространственной и эпизодической памяти. 
Однократное в/б введение мышам ЛФ человека сразу после γ, n-облучения головы не влияло на изученные пострадиационные 
нарушения, но приводило к снижению уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1β и IL-6 и повышению 
экспрессии гена противовоспалительного цитокина TGFβ в гиппокампе через 2 мес после воздействия. Полученные результаты 
свидетельствуют о частичном снижении уровня нейровоспаления в гиппокампе облученных животных, получавших ЛФ.
Заключение: γ, n-Облучение головы мышей в дозе 1,5 Гр приводит к повреждению нейронов и снижению их количества. Клетки 
микроглии более устойчивы к облучению. В отдаленный период после γ, n-облучения головы у мышей развивается нейровоспа-
ление, регистрируемое по повышению экспрессии генов провоспалительных цитокинов в гиппокампе, повышение тревожности и 
нарушение когнитивных функций. Однократное введение ЛФ приводит к частичному снижению уровня нейровоспаления, но не 
влияет на остальные исследованные показатели. Необходима оптимизация схемы использования ЛФ для сохранения когнитивных 
функций после γ, n-облучения мозга.
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ABSTRACT

Purpose: To investigate the effect of γ, n-irradiation of the mice head on the brain cells damage, behavior and cognition, and to examine the 
possibility of using lactoferrin (LF) to alleviate radiation-induced impairments.
Material and methods: Mice heads were irradiated in a beam of neutrons and gamma rays from the IR-8 nuclear reactor. The brain cells of 
control and irradiated mice were isolated using Percoll. Neurons and resting and activated microglia cells were analyzed using the fluores-
cently labeled antibodies and flow cytometry. The level of DNA double-strand breaks in neurons was determined by γH2AX histone content. 
Cytokine gene expression in the hippocampus was studied by RT-PCR. Behavior and cognitive functions were studied using the open field, 
Morris water maze and novel object recognition tests. LF was isolated from female colostrum by preparative ion-exchange chromatography 
and purified by affinity chromatography on heparin-sepharose.
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Введение
Нейтронная лучевая терапия в России имеет 35-лет-

ний успешный опыт лечения радиорезистентных опу-
холей [1–3]. Её преимущество в терапии резистентных 
опухолей головы и шеи, щитовидной железы и реци-
дивов рака молочной железы в сравнении с фотонной 
терапией показано как при комбинированном исполь-
зовании, так и в виде самостоятельного метода лечения 
по критериям достигаемой резорбции опухоли, продол-
жительности безрецидивного периода и 5-летней выжи-
ваемости пациентов. Разовая очаговая доза смешанного  
γ, n-излучения при нейтронной терапии составляла от 
1,2 до 2,4 Гр, суммарная доза – до 16–60 изоГр [4].

Эффективность действия нейтронов определя-
ется высоким коэффициентом ОБЭ и, в отличие от 
γ-излучения, не зависит от присутствия кислорода и по-
этому одинакова для гипоксических и оксигенирован-
ных клеток, и одинакова для разных стадий клеточного 
цикла [1, 5]. Кроме того, к преимуществам терапии с 
использованием нейтронов относится высокая чувстви-
тельность опухолевых стволовых клеток к этому типу 
излучения, в отличие от γ-излучения, что было показано 
на примере клеток меланомы [6] и аденокарциномы мо-
лочной железы [7].

В то же время из-за высокой ОБЭ нейтронов возмож-
но более тяжелое повреждение нормальных тканей, в 
частности, повреждение мозга при облучении опухолей 
в области головы и шеи, что может приводить к развитию 
когнитивных нарушений в отдаленный период после воз-
действия. В основе этих нарушений лежит повреждение 
клеток мозга как в результате радиационного воздей-
ствия, так и под действием факторов развивающегося в 
отдаленный период нейровоспаления, обусловленного 
активацией клеток микроглии, затем астроцитов и секре-
цией этими клетками провоспалительных цитокинов [8].

Клетки микроглии выполняют защитные функции, 
распознавая и фагоцитируя различные патогены, поги-
бающие клетки и фрагменты миелина. Кроме того, эти 
клетки участвуют в процессах ремоделирования и устра-
нения ненужных синапсов, в регуляции нейрогенеза, в 
ремоделировании сосудистой сети и секретируют ней-
ротрофины, оказывая нейропротективное действие [9]. 
Клетки покоящейся микроглии имеют большое количе-
ство разветвленных отростков, и их идентифицируют 
как клетки с фенотипом CD11b+/CD45low. При активации 
они приобретают амебоидную или округлую форму и 
фенотип CD11b+/CD45high и начинают секретировать 
активные метаболиты кислорода, провоспалительные 

Results: γ, n-Irradiation of the mice head at a dose of 1.5 Gy led to an increase in the level of DNA double-strand breaks in neurons. 
Twenty-four hours after irradiation the total number of cells and the number of neurons in the isolated fraction of brain cells decreased, but 
the number of microglial cells remained unchanged. The number of resting and activated microglia did not change within 3–72 h after γ, 
n-irradiation. The expression level of the TNFα, IL-1β, and IL-6 genes increased 2 months after γ, n-irradiation of the mice head at a dose of 
1.5 Gy, indicating the development of neuroinflammation. At this time, irradiated mice demonstrated the anxiety-like behavior and impaired 
spatial and recognition memory. A single i.p. administration of human LF to mice immediately after γ, n-irradiation of the head did not affect 
the observed radiation-induced disturbances, but decreased the gene expression levels of TNFα, IL-1β and IL-6 pro-inflammatory cytokines 
and increased the gene expression level of TGFβ anti-inflammatory cytokine in the hippocampus 2 months after radiation exposure. The 
obtained results indicate a partial decrease in the level of hippocampal neuroinflammation of irradiated animals treated with LF.
Conclusion: γ, n-Irradiation of the mice head at a dose of 1.5 Gy leads to DNA damage of neurons and the decrease in the number of neurons. 
Microglia cells are more resistant to such radiation exposure. Late after head-only γ, n-irradiation, mice develop neuroinflammation, which is 
detected by an increase in the pro-inflammatory cytokine gene expression in the hippocampus and also by anxiety-like behavior and impaired 
cognitive functions. A single LF administration leads to a partial decrease in the neuroinflammation level, but does not affect the other studied 
parameters. The optimal dosing regimen of LF remains to be determined to preserve cognitive functions after γ, n-irradiation of the brain.
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цитокины и хемокины, инициируя развитие нейрово-
спаления [8]. Клетки активированной микроглии могут 
непосредственно повреждать нейроны с участием систе-
мы комплемента [10, 11]. Одним из показателей развития 
нейровоспаления, который коррелирует с появлением 
когнитивных нарушений у мышей, является повыше-
ние экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
в гиппокампе – области активного нейрогенеза в мозге 
[12]. Поэтому анализ состояния микроглии и уровня экс-
прессии генов про- и противовоспалительных цитокинов 
может быть использован для характеристики признаков 
нейровоспаления в отдаленный период после облучения.

Актуальным является также поиск препаратов, кото-
рые позволили бы предотвратить или снизить развитие 
нейровоспаления и когнитивных нарушений после об-
лучения мозга при действии излучений разных типов. 
Перспективным препаратом для этих целей представ-
ляется лактоферрин (ЛФ) – полифункциональный гло-
булярный гликопротеин из семейства трансферринов с 
молекулярной массой около 80 кДа, который обладает 
антибактериальной и антивирусной активностью, про-
тивовоспалительным, иммунорегулирующим и радиоза-
щитным действием [13–15]. Повышение выживаемости 
животных и более быстрое восстановление кроветворе-
ния было показано даже при однократном внутрибрю-
шинном введении ЛФ мышам сразу после γ-облучения в 
сублетальной дозе [14].

Целью настоящей работы явилось изучение влия-
ния реакторного γ, n-излучения на степень повреждения 
клеток мозга, на поведение и когнитивные функции мы-
шей после облучения головы и изучение возможности 
снижения пострадиационных нарушений в мозге с по-
мощью ЛФ.

Для этого проводили исследование степени повреж-
дения ДНК и количества нейронов, анализировали со-
стояние микроглии, экспрессию генов про- и противо-
воспалительных цитокинов в наиболее радиочувстви-
тельной области мозга – гиппокампе, оценивали пове-
дение и когнитивные функции мышей после облучения 
головы и изучали возможность снижения пострадиаци-
онных нарушений в мозге в отдаленный период при вве-
дении мышам сразу после облучения ЛФ человека.

Материал и методы
Лабораторные животные
В экспериментах использовали 60 мышей самцов ли-

нии C57Bl/6 в возрасте 7–8 нед, массой 18–21 г, получен-
ных из питомника «Столбовая». Животных содержали в 
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стандартных условиях вивария, со свободным доступом 
к воде и пище. Все эксперименты с животными прово-
дили в соответствии с требованиями этического коми-
тета НИЦ «Курчатовский институт» (протокол № НГ-
1/109ПР от 13.02.2020). При исследовании поведения 
и когнитивных функций в каждой экспериментальной 
группе было по 12–15 животных, при остальных иссле-
дованиях – по 6–8 животных.

Облучение и расчёт доз облучения
Облучение головы мышей в дозе 1,5 Гр проводили 

в коллимированном пучке нейтронов и гамма-квантов 
ядерного реактора ИР-8. Условия облучения и расчёт по-
глощённых доз подробно изложены в работе [16]. Плот-
ность нейтронного потока, приведённая к 1 МВт мощ-
ности реактора, равнялась (4,4±0,4)×107 см-2с-1, энергети-
ческий диапазон нейтронов – от 0,5 эВ до 10 МэВ. Энер-
гетический диапазон гамма-квантов составлял от 0,1 до 
4,0 МэВ. В разных сериях облучения мощность реактора 
менялась от 4,5 до 6,5 МВт. В этом диапазоне плотности 
нейтронного и гамма-потоков пропорциональны мощ-
ности реактора. Расчётная (с использованием программ-
ного пакета Geant4) мощность поглощённой в образце 
дозы, приведённая к 1 МВт мощности реактора, равня-
лась 0,6±0,1 Гр/ч. Из них 0,2 Гр/ч обусловлено облучени-
ем нейтронами, а 0,4 Гр/ч – гамма-квантами.

Режим введения ЛФ мышам
В работе использовали лактоферрин (ООО «Лакто-

био», Россия), выделенный из женского молозива ме-
тодом препаративной ионообменной хроматографии с 
последующей доочисткой на аффинном сорбенте гепа-
рин-сефарозе. По результатам ВЭЖХ гомогенность по-
лученного белкового препарата составляла 97 %. Пре-
парат вводили животным внутрибрюшинно в 0,4 мл 
физиологического раствора с концентрацией ЛФ 10 мг/
мл (4 мг/мышь) однократно сразу после облучения. Кон-
трольным мышам вводили 0,4 мл физиологического рас-
твора, не содержащего препарат.

Выделение клеток из головного мозга мышей  
и их фенотипирование
Выделение клеток из головного мозга контроль-

ных и облученных мышей проводили, как описано 
ранее [17]. Для каждого срока исследования одновре-
менно анализировали мозг контрольных и облучен-
ных животных. Для идентификации клеток микро-
глии клетки головного мозга окрашивали антитела-
ми к CD11b, конъюгированными с фикоэритрином 
(ВioLegend, США), и к CD45, конъюгированными с 
Alexa Fluor 488 (ВioLegend, США). Клетки покоящей-
ся и активированной микроглии идентифицировали 
как субпопуляции СD11b+/СD45low и СD11b+/СD45high 
соответственно после двойного окрашивания анти-
телами к CD11b и к СD45. Кроме того, для опреде-
ления активированной микроглии анализировали ко-
личество TSPO+ клеток. Их фиксировали в растворе  
2 % формальдегида в фосфатно-солевым буфере (ФСБ) 
в течение 20 мин при комнатной температуре, отмы-
вали ФСБ и пермеабилизировали в ФСБ, содержащем 
0,1 % Triton X-100 и 1 % бычьего сывороточного аль-
бумина в течение 30 мин. Далее образцы окрашивали 
антителами к TSPO 18 кДа, конъюгированными с флу-
оресцентной меткой Alexa Fluor 488 (Abcam, США) 
при комнатной температуре в течение 45 мин, после 
чего дважды отмывали в ФСБ. Долю клеток активи-
рованной микроглии рассчитывали в процентах от 
общего количества микроглии. Флуоресценцию кле-

ток анализировали на проточном цитофлуориметре 
BD FACSCalibur (BD Biosciences, США), оснащённом 
аргоновым лазером с длиной волны 488 нм и диодным 
красным лазером с длиной волны 635 нм (Ресурсный 
центр молекулярной и клеточной биологии).

Анализ уровня двунитевых разрывов ДНК  
в нейронах
Уровень двунитевых разрывов (ДР) ДНК в нейро-

нах определяли по увеличению содержания в клетках 
маркера ДР ДНК гистона γН2АХ, зрелые нейроны 
идентифицировали по присутствию белка NeuN. Для 
окрашивания клеток антителами к внутриклеточным 
антигенам NeuN и γН2АХ клетки фиксировали в рас-
творе 2 % параформальдегида в ФСБ при комнатной 
температуре, отмывали ФСБ и пермеабилизировали в 
ФСБ, содержащем 0,1 % Triton X-100 и 1 % бычьего 
сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich, США), в те-
чение 30 мин. Иммуноцитохимическое окрашивание 
белков γН2АХ и NeuN в суспензии клеток проводили в 
блокирующем буфере (ФСБ, содержащем 1 % бычьего 
сывороточного альбумина) c использованием прямых 
моноклональных антител к γH2AX, конъюгированных 
с Alexa Fluor 488 (BD Pharmingen, США), в разведе-
нии 1:200 и мышиных моноклональных антител к мы-
шиному белку NeuN (Merck, Германия) в разведении 
1:200 в течение 1 ч при комнатной температуре. Далее 
образцы трижды отмывали в ФСБ и окрашивали вто-
ричными козьими антителами против мышиного им-
муноглобулина, мечеными Alexa Fluor 647 (Biolegend, 
США), в разведении 1:1000 в течение 1 ч при комнат-
ной температуре, затем образцы трижды отмывали в 
ФСБ. Для измерения использовали не менее 300 тыс. 
клеток на пробу в виде суспензии в ФСБ. В каждом 
образце анализировали 10000 клеток. Флуоресценцию 
клеток анализировали на проточном цитофлуориметре 
BD FACSAria Fusion (BD Biosciences, США), оснащен-
ном диодными лазерами с длинами волн 355 нм, 405 
нм, 488 нм, 561 нм, 640 нм (Ресурсный центр молеку-
лярной и клеточной биологии).

Анализ экспрессии мРНК генов 
провоспалительных и противовоспалительных 
цитокинов в гиппокампе мышей
Анализ экспрессии мРНК исследуемых генов в гип-

покампе мышей проводили с помощью полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени, как 
описано ранее [18]. Уровень экспрессии мРНК генов 
исследуемых цитокинов в гиппокампе измеряли отно-
сительно экспрессии конститутивного гена mGAPDH, 
которая в образцах контрольной и облучённой группы 
мышей была одинакова. Анализ результатов проводи-
ли с использованием программы Bio-Rad CFX Mana- 
ger 2.0.

Анализ поведения и когнитивных функций мышей
Для анализа поведения, пространственной памяти и 

эпизодической памяти контрольных и облученных жи-
вотных использовали тесты «открытое поле», «водный 
лабиринт Морриса» и «распознавание нового объекта» 
соответственно, которые проводили, как описано ранее 
в [18]. Индекс распознавания, характеризующий степень 
предпочтения нового объекта в тесте «распознавание 
нового объекта», рассчитывали по формуле: индекс рас-
познавания = (время исследования нового объекта – вре-
мя исследования знакомого объекта) / (время исследо-
вания нового объекта + время исследования знакомого 
объекта).
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Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку результатов проводили 

с использованием компьютерной программы OriginPro 
9.1. При оценке статистической значимости различий 
использовали t-критерий Стьюдента. Результаты пред-
ставлены в виде средних значений и стандартной ошиб-
ки среднего. Статистически значимыми считали разли-
чия при р<0,05.

Результаты и обсуждение
Для оценки повреждения нейронов мозга при облу-

чении головы мышей в дозе 1,5 Гр анализировали уро-
вень образования ДР ДНК в этих клетках после выделе-
ния суспензии клеток мозга с использованием градиента 
перколла. В качестве маркера ДР ДНК анализировали 
уровень гистона γH2AX. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 1.

Рис. 1. Содержание гистона γH2AX в нейронах мозга мышей 
после γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр. а – гистограмма 

аутофлуоресценции и флуоресценции γH2AX+ клеток (левый 
и правый пик соответственно); б – средняя интенсивность 

флуоресценции (MFI) γH2AX в контрольных и облученных клетках 
через 3 и 24 ч после воздействия; * – изменения статистически 

значимы по сравнению с контролем, р<0,05
Fig. 1. Histone γH2AX in mouse brain neurons after γ, n-irradiation 

of the head at a dose of 1.5 Gy. а – histogram of autofluorescence and 
fluorescence of γH2AX+ cells (left and right peaks, respectively); б – mean 

fluorescence intensity (MFI) of γH2AX in control and irradiated cells 
3 and 24 h after exposure; * – differences arе significant compared to 

control, p<0.05

Показано, что через 3 ч после воздействия MFI ней-
ронов возрастает в 2,5 раза по сравнению с контролем 
(рис. 1б), а через 24 ч этот показатель возвращается к 
уровню контроля, что свидетельствует о достаточно вы-
сокой активности процессов репарации ДР ДНК в ней-

ронах. Близкий уровень увеличения и восстановления 
MFI обнаружен и при γ-облучении культивируемых ней-
ральных [19] и мезенхимальных [20] стволовых клеток 
мыши. В то же время необходимо отметить, что полное 
восстановление ДР ДНК, регистрируемое по восста-
новлению MFI нейронов через 24 ч после облучения, 
нельзя рассматривать как свидетельство полной репа-
рации ДР ДНК, поскольку чувствительность проточной 
цитометрии недостаточна для регистрации остаточных 
повреждений ДНК, идентифицировать которые можно 
только при определении количества фокусов γH2AX при 
использовании флуоресцентной микроскопии, как по-
казано в цитированных выше и ряде других работ. По-
этому вопрос о длительности сохранения остаточных 
повреждений ДНК в нейронах мозга при этих условиях 
γ, n-облучения нуждается в дальнейшем исследовании.

γ, n-Облучение головы мышей приводило к сниже-
нию общего количества клеток и количества нейронов, 
выделяемых из мозга мышей через 24 ч после облучения 
животных (табл. 1).

Таблица 1
Количество клеток мозга и количество нейронов, выделенных 

через 24 ч после γ, n-облучения головы мышей в дозе 1,5 Гр
The number of brain cells and the number of neurons isolated 24 
hours after γ, n-irradiation of the head of mice at a dose of 1.5 Gy

Группа Количество клеток, млн Количество нейронов, 
млн

Контроль 4,3±0,2 3,4±0,2
Облучение 3,2±0,1* 2,3±0,1*

Примечание: * – отличия статистически значимы в сравнении с кон-
тролем, p<0,05

При анализе состояния микроглии в динамике после 
облучения головы в дозе 1,5 Гр показано (рис. 2), что клет-
ки микроглии устойчивы к этой дозе, и количество клеток 
покоящейся и активированной микроглии значимо не ме-

а

б

Рис. 2. Динамика изменения содержания клеток покоящейся 
CD11b+/CD45low (2) и активированной CD11b+/CD45high (3) микроглии 

и доли активированной микроглии (4) в препаратах клеток мозга 
после γ, n-облучения головы мышей в дозе 1,5 Гр по сравнению с 

контрольными препаратами (1), полученными из мозга необлученных 
мышей. * – изменения статистически значимы по сравнению с 

контролем, р<0,05
Fig. 2. Сhanges in the content of resting CD11b+/CD45low (2) 

and activated CD11b+/CD45high (3) microglia and in the proportion of 
activated microglia (4) in brain samples obtained from mice after head 
γ, n-irradiation at a dose of 1.5 Gy compared with control samples (1) 

obtained from the brains of non-irradiated mice. * – differences arе 
significant compared to control, p<0.05
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няется в период 3–72 ч после γ, n-облучения, что свиде-
тельствует о более высокой устойчивости клеток микро-
глии к γ, n-облучению по сравнению с нейронами, количе-
ство которых в выделенной фракции клеток снижалось на 
25,6 % уже через 24 ч после такого воздействия.

В то же время в отдаленный период – через 2 мес 
после облучения – обнаружено статистически значимое 
снижение количества клеток и покоящейся, и активиро-
ванной микроглии (рис. 2, кривые 2 и 3). Повышение 
доли активированной микроглии при её анализе как кле-
ток с фенотипом CD11b+/CD45high не было статистически 
значимым (рис. 2, кривая 4), но было достоверным при 
определении клеток активированной микроглии как кле-
ток с фенотипом CD11b+/TSPO+. Изменения состояния 
микроглии через 2 мес после γ, n-облучения при введе-
нии ЛФ обнаружено не было (рис. 3).

Использование определения молекулы TSPO в каче-
стве более чувствительного маркера активированной ми-
кроглии позволило констатировать, что через 2 мес после 
γ, n-облучения головы мышей в дозе 1,5 Гр имеет место 
статистически значимое повышение доли активированной 
микроглии, что может свидетельствовать о развитии ней-
ровоспаления в этих условиях. Поэтому далее было прове-
дено исследование уровня экспрессии генов про- и проти-
вовоспалительных цитокинов в гиппокампе мышей через 
2 мес после облучения и после облучения и введения ЛФ.

Показано (рис. 4), что через 2 мес после γ, n-облучения 
головы мышей в дозе 1,5 Гр обнаружено статистически 
значимое повышение уровня экспрессии генов про-
воспалительных цитокинов TNFα, IL-1β и IL-6, в то 
время как уровень экспрессии генов цитокинов TGFβ 
и IL-4 не отличается от контроля (рис. 4, столбики 1), 
что свидетельствует о развитии воспаления в этот пери-
од. Введение ЛФ сразу после облучения головы мышей 
нейтронами через 2 мес после воздействия приводило 
к снижению экспрессии генов TNFα, IL-1β и IL-6 и ста-
тистически значимому повышению уровня экспрессии 
гена TGFβ (рис. 4, столбики 2). Экспрессия генов IL-1β и 
IL-6 снижалась до уровня контроля. Уровень экспрессии 
гена TNFα также снижался, но отличия от уровня, на-

Рис. 3. Содержание клеток покоящейся CD11b+/CD45low и 
активированной CD11b+/TSPO+ микроглии и доля активированной 
микроглии в препаратах клеток мозга контрольных и облученных 

мышей через 2 мес после облучения головы в дозе 1,5 Гр или 
облучения головы и в/б введения ЛФ сразу после воздействия. * – 

изменения статистически значимы по сравнению с контролем, р<0,05
Fig. 3. The content of resting CD11b+/CD45low and activated CD11b+/

TSPO+ microglia and the proportion of activated microglia in brain 
samples of control and irradiated mice 2 months after irradiation of the 

head at a dose of 1.5 Gy or irradiation of the head and the intraperitoneal 
administration of LF immediately after exposure. * – differences arе 

significant compared to control, p<0.05

Рис. 4. Относительный уровень экспрессии генов цитокинов 
в гиппокампе через 2 мес после γ, n-облучения головы мышей в 
дозе 1,5 Гр (1) и после облучения и в/б введения ЛФ сразу после 

воздействия (2). * – изменения статистически значимы по сравнению 
с контролем, р<0,05; ** – изменения статистически значимы по 

сравнению с облучением без введения ЛФ, р<0,05
Fig. 4. Relative levels of cytokine gene expression in the hippocampus 

of mice 2 months after head γ, n-irradiation at a dose of 1.5 Gy (1) and 
after irradiation and the intraperitoneal administration of LF immediately 

after exposure (2). * – differences arе significant compared to control, 
p<0.05; ** – differences arе significant compared to irradiation without the 

intraperitoneal administration of LF
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теризующий степень предпочтения нового объекта, у 
облученной группы был снижен (рис. 5б, вставка). По-
лученные данные указывают на развитие нарушений 
долговременной эпизодической памяти у мышей через 2 
мес после γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр. В группе 
мышей, которым сразу после облучения головы вводи-
ли препарат ЛФ, эти показатели составили 45,7±3,3 %  

Рис. 5. Анализ состояния пространственной (а) и эпизодической 
(б) памяти контрольных (1) и облученных мышей в тестах «водный 

лабиринт Морриса» (а) и «распознавание нового объекта»  
(б) через 2 мес после γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр (2) и после 

облучения и в/б введения ЛФ сразу после воздействия (3). * – отличия 
статистически значимы в сравнении с контролем, p<0,05

Fig. 5. Analysis of spatial (а) and recognition memory (б) of control 
(1) and irradiated mice using «Morris water maze» (a) and «novel object 
recognition» (б) 2 months after head γ, n-irradiation at a dose of 1.5 Gy 

(2) and after irradiation and the intraperitoneal administration of LF 
immediately after exposure (3). * – differences arе significant compared to 

control, p<0.05

блюдаемого у облученных мышей, были статистически 
мало значимы. Таким образом, однократное введение 
ЛФ способствовало частичному, но не полному сниже-
нию признаков нейровоспаления.

Для того, чтобы оценить патофизиологическую роль 
наблюдаемых провоспалительных изменений в мозге 
после облучения головы мышей нейтронами и гамма-
квантами, исследовали поведение мышей и состояние 
их когнитивных функций через 2 мес после облучения и 
после облучения и введения ЛФ. В табл. 2 приведены ре-
зультаты исследования поведения мышей. Показано, что 
облучение головы мышей приводило к увеличению вре-
мени пребывания в пристеночной зоне и уменьшению 
времени, проведенного в промежуточной зоне, что ука-
зывает на повышение тревожности мышей через 2 мес 
после γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр. Количество 
стоек у облученных мышей не отличалось от контроля. 
В группе мышей, которым сразу после γ, n-облучения го-
ловы в/б вводили 4 мг ЛФ человека, время, проведенное 
в пристеночной и в промежуточной зоне, не отличалось 
от контроля, но обнаружено статистически значимое 
снижение количества стоек.

Таблица 2
Параметры поведения мышей в тесте «открытое поле» через 2 

мес после γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр и в/б введения ЛФ
Parameters of mice behavior in the “open field” test 2 months after 
γ, n-irradiation of the head at a dose of 1.5 Gy and intraperitoneal 

administration of LF
Группа Контроль γ, n-облучение 

1,5 Гр
γ, n-облучение 
1,5 Гр + ЛФ

Общий пройденный 
путь, см 2918,9±183,8 2889,2±166,7 2502,0±197,8

Средняя скорость, см/с 9,7±0,6 9,6±0,6 8,4±0,7

Время 
пре-
быва-
ния, с

в пристеноч-
ной зоне 177,6±8,8 205,9±8,0* 197,6±10,8

в промежуточ-
ной зоне 89,0±7,3 67,3±5,1* 72,6±6,8

в центральной 
зоне 33,4±3,2 26,8±4,1 29,9±6,8

Количество стоек, ед. 25±3 24±3 15±2*

Примечание: * – отличия статистически значимы в сравнении с кон-
тролем, p<0,05

Результаты исследования обучения и пространствен-
ной памяти мышей в тесте «водный лабиринт Морриса» 
и эпизодической памяти в тесте «распознавание нового 
объекта» представлены на рис. 5а и 5б соответственно. 
Показано, что облученные животные демонстрировали 
схожую с контролем динамику обучения в тесте «во-
дный лабиринт Морриса», оцениваемую по времени до-
стижения платформы (рис. 5а, линии 1 и 2), но при те-
стировании через 24 ч после окончания обучения время 
достижения платформы было значимо выше у облучен-
ных мышей (рис. 5а, вставка). Полученные результаты 
свидетельствуют о развитии нарушений пространствен-
ной памяти через 2 мес после γ, n-облучения головы мы-
шей в дозе 1,5 Гр. Введение ЛФ сразу после облучения 
головы мышей не привело к нормализации состояния 
пространственной памяти (рис. 5а, линия 3 и вставка).

На рис. 5б показано, что при исследовании эпизоди-
ческой памяти в тесте «распознавание нового объекта» 
через 24 ч после обучения контрольные мыши демон-
стрировали большее время обследования нового объек-
та в сравнении со знакомым (63,0±2,4 % и 37,0±2,4 % 
соответственно) в отличие от мышей, подвергавших-
ся воздействию γ, n-облучения головы в дозе 1,5 Гр 
(54,3±3,3 % и 45,7±3,3 % для нового и знакомого объ-
ектов соответственно). Индекс распознавания, харак-

а

б
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и 54,3±3,3 % для нового и знакомого объектов соот-
ветственно, а индекс распознавания был также снижен 
(рис. 5б, вставка). Таким образом, обнаруженные нару-
шения эпизодической памяти после γ, n-облучения голо-
вы в дозе 1,5 Гр сохранялись и у тех животных, которым 
 вводили ЛФ.

Сравнивая обнаруженное влияние γ, n-облучения го-
ловы в дозе 1,5 Гр и γ-облучения головы в дозе 2,0 Гр 
[17] на поведение животных, следует отметить, что, не-
смотря на меньшую величину дозы, γ, n-облучение вы-
зывало более глубокие изменения в поведении (табл. 2) 
и когнитивных функциях у животных (рис. 5а и 5б). При 
этом воздействии обнаружено повышение тревожности 
облученных мышей и снижение пространственной и 
эпизодической памяти, в то время как при γ-облучении 
головы животных в дозе 2,0 Гр нарушения когнитив-
ных функций через 2 мес после воздействия отсутство-
вали [17]. Выше было указано, что при γ, n-облучении 
на долю нейтронов приходилась только 1/3 дозы [16], 
то есть 0,5 Гр, что свидетельствует о высокой чувстви-
тельности мозга к этому типу излучения. В настоящей 
работе не исследовано повреждение эндотелиальных 
клеток кровеносных сосудов мозга и состояние ГЭБ при 
γ, n-облучении мозга животных в дозе 1,5 Гр, хотя такие 
нарушения могли бы вносить весомый вклад в развитие 
нейровоспаления и нарушение когнитивных функций. 
Этот вопрос нуждается в дальнейшем изучении.

При исследовании влияния ЛФ на изученные показа-
тели состояния клеток мозга, уровень экспрессии генов 
про- и противовоспалительных цитокинов и когнитив-
ные функции после γ, n-облучения обнаружено сниже-
ние уровня экспрессии генов провоспалительных цито-
кинов IL-1β и IL-6 до значений контроля, хотя уровень 
TNFα не достигал контроля, и повышение экспрессии 
противовоспалительного цитокина TGFβ, что свиде-
тельствует о частичном снижении уровня нейровоспа-
ления в гиппокампе облученных животных, получавших 
ЛФ. Необходимо отметить, что в работе было исполь-

зовано только однократное внутрибрюшинное введение 
ЛФ мышам сразу после облучения. И, хотя такая схе-
ма была выбрана в связи с тем, что при этих условиях 
было показано повышение выживаемости животных и 
более быстрое восстановление кроветворения [14], по-
лученные нами результаты свидетельствуют о том, что 
использованной дозы ЛФ недостаточно для сохранения 
когнитивных функций при γ, n-облучении мозга. Учи-
тывая, что даже при этих условиях обнаружено сниже-
ние нейровоспаления при введении ЛФ, представляется 
целесообразным разработка схемы применения ЛФ до и 
после облучения при сочетании его внутрибрюшинного 
и интраназального введения для предотвращения разви-
тия пострадиационных когнитивных нарушений.

Заключение
Реакторное γ, n-облучение головы мышей в дозе 1,5 

Гр – разовой дозе, которая используется при лучевой те-
рапии опухолей нейтронами, – приводит к повреждению 
ДНК нейронов и снижению их количества через сутки 
после воздействия. Клетки микроглии более устойчивы 
к γ, n-облучению. В отдаленный период – через 2 мес 
после γ, n-облучения головы – у мышей развивается ней-
ровоспаление, регистрируемое по повышению экспрес-
сии генов провоспалительных цитокинов в гиппокампе 
и повышению доли активированной микроглии в мозге, 
а также повышение тревожности животных и наруше-
ние когнитивных функций. Полученные результаты 
свидетельствуют о высокой чувствительности мозга к 
γ, n-облучению и необходимости максимальной защиты 
головного мозга при нейтронной лучевой терапии опу-
холей в области головы и шеи.

Однократное введение ЛФ приводило к частичному 
снижению уровня нейровоспаления, но не влияло на 
остальные исследованные показатели. Необходима оп-
тимизация схемы использования ЛФ для создания спо-
соба медикаментозной защиты клеток мозга и сохране-
ния когнитивных функций в случае облучения мозга.
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