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Реферат

Цель: Характеристика ответа клеток микроглии мыши линии SIM-A9 на действие γ-излучения.
Материал и методы: Облучение суспензии клеток проводили на установке ГУТ-200М (источник γ-излучения кобальт-60). Радио-
чувствительность клеток оценивали по количеству выживших клеток и по их клоногенной активности. Влияние γ-излучения на 
фенотип и экспрессию рецептора колониестимулирующего фактора роста-1 и эпидермального фактора роста, необходимых для 
стимуляции пролиферации клеток микроглии, изучали методом проточной цитометрии после окрашивания клеток флуоресцент-
но меченными антителами к белкам CD11b, CD45, TMEM119, CSF-1R и EGFR. Анализ относительной экспрессии мРНК генов 
цитокинов IL-1β, IL-6 и TNFα в ответ на действие γ-излучения проводили методом полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР). Статистический анализ осуществляли по методу Стьюдента с использованием t-критерия Стьюдента 
по программе Origin.
Результаты: Обнаружена высокая радиочувствительность клеток линии SIM-A9. При анализе зависимости клоногенной актив-
ности клеток от дозы облучения показано, что значение D37 для этих клеток равно 1 Гр. Облучение вызывало блокирование кле-
точного цикла в фазе G0/G1 при снижении доли клеток в S– и G2/M-фазах. Гибель облученных клеток SIM-A9 происходила по 
механизму апоптоза. Особенностью клеток SIM-A9 по сравнению с микроглией головного мозга является фенотип активиро-
ванной микроглии CD11b+/CD45high при незначительном содержании клеток CD11b+/CD45-/low и отсутствии изменения фенотипа 
после облучения. Показано повышение уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и TNFα в ответ на 
γ-облучение клеток SIM-A9, что отражает их активацию и соответствует ответу клеток микроглии мозга на общее облучение 
мышей и локальное облучение головы. 
Заключение: Обнаруженные закономерности ответа клеток микроглии мыши линии SIM-A9 на облучение свидетельствуют о воз-
можности использования этих клеток в модельных радиобиологических исследованиях, в том числе при изучении межклеточных 
взаимодействий клеток головного мозга разных типов с клетками микроглии.
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ABSTRACT

Purpose: Characterization of the response of mouse microglia cells of the SIM-A9 line to the γ-irradiation. 
Material and methods: Irradiation of the cells in suspension was carried out using a GUT-200M installation (cobalt-60 γ-radiation source). 
The radiosensitivity of cells was assessed by the number of surviving cells and their clonogenic activity. The effect of γ-radiation on the 
phenotype and expression of colony-stimulating growth factor receptor-1 and of epidermal growth factor, which are required to stimulate 
microglial cells proliferation, was studied using flow cytometry after staining the cells with appropriate fluorescently labeled CD11b, CD45, 
TMEM119, CSF-1R и EGFR antibodies. Analysis of the relative expression of mRNA genes for the cytokines IL-1β, IL-6, and TNFα in 
response to γ-radiation was performed using RT-PCR. Statistical analysis was carried out using Student’s t-test in the Origin program. 
Results: High radiosensitivity of SIM-A9 cells has been demonstrated. When analyzing the dependence of the clonogenic activity of cells on 
the radiation dose, it was shown that the D37 value for these cells was equal to 1 Gy. Irradiation caused a cell cycle block in the G0/G1 phase 
with a decrease in the proportion of cells in the S– and G2/M-phases. The cell death of irradiated SIM-A9 cells occurred by apoptosis. The 
peculiarity of SIM-A9 cells compared to brain microglia is their phenotype of activated microglia CD11b+/CD45high with an insignificant 
content of CD11b+/CD45-/low cells and no change in it after irradiation. An increase in the level of mRNA expression of the proinflammatory 
cytokine genes IL-1β, IL-6 and TNFα in response to γ-irradiation of SIM-A9 cells was shown, which reflects their activation and corresponds 
to the response of brain microglia cells during total mice irradiation and local cranial irradiation. 
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Введение
Лучевая терапия – основной способ эффективного 

лечения опухолей головного мозга и опухолей в области 
головы и шеи. Однако в отдаленный период после об-
лучения почти у 50 % пациентов наблюдаются осложне-
ния, приводящие к снижению способности к обучению 
и ухудшению памяти, вплоть до развития деменции [1]. 
В основе формирования отдаленных пострадиационных 
когнитивных нарушений лежит повреждение клеток 
ЦНС и нарушение нейрогенеза под действием факторов 
нейровоспаления, развивающегося в результате актива-
ции клеток микроглии и секреции ими активных метабо-
литов кислорода и провоспалительных цитокинов.

Микроглия образуется в период эмбриогенеза из 
миелоидных клеток-предшественников костного мозга. 
Во взрослом головном мозге пул микроглии поддержи-
вается в результате сбалансированных процессов про-
лиферации и гибели клеток путем апоптоза так, что за 
время жизни микроглия обновляется целиком несколько 
раз [2]. Пролиферацию микроглии стимулирует коло-
ниестимулирующий фактор-1 (КСФ-1, CSF-1) и IL-34 
при связывании одного из этих цитокинов с рецептором 
КСФ-1 (РеКСФ-1, CSF-1R), который в ЦНС представлен 
в основном в клетках микроглии [3].

В эмбриогенезе эти клетки участвуют в ремоделиро-
вании синапсов и регуляции ангиогенеза, во взрослом 
организме – выполняют иммунные функции, удаляя по-
гибающие клетки мозга путем фагоцитоза и определяя 
развитие реакций воспаления. Кроме того, важнейшая 
роль микроглии определяется ее участием в устранении 
ненужных синапсов, в формировании и ремоделирова-
нии нейронной сети, в регуляции нейрогенеза и миели-
ногенеза, в ремоделировании сосудистой сети ЦНС [4]. 
В зубчатой извилине гиппокампа микроглия обладает 
особыми свойствами. Она отличается от микроглии в 
других зонах гиппокампа присутствием рецептора Axl 
и способностью поддерживать выживаемость нейробла-
стов и активность нейрогенеза у взрослых мышей [5].
Таким образом, помимо выполнения иммунных функ-
ций, микроглия обеспечивает и регулирует ряд жиз-
ненно важных процессов в развивающемся и взрослом  
мозге. 

Содержание микроглии в мозге мышей в зависи-
мости от метода выделения составляет 7–14 % [6], что 
делает затруднительным изучение свойств этих клеток 
и механизмов межклеточных взаимодействий с их уча-
стием в норме и после облучения. Бо�льшая часть из-
вестных линий микроглии человека и мыши получены 
при трансфекции определенными онкогенами (v-myc в 
случае микроглии человека линии HMO6 и v-raf/v-myc 
в случае микроглии мыши линии BV2) [7, 8] или в ре-
зультате спонтанной иммортализации (в случае клеток 
линии SIM-A9) [9]. Показано, что клетки этих линий со-
храняли основные свойства первичной микроглии [8, 9]. 
Это позволяет полагать, что использование культивиру-
емых клеток микроглии мыши может быть полезным в 
модельных исследованиях in vitro при изучении межкле-
точных взаимодействий и при тестировании радиомо-
дифицирующих препаратов, направленных на создание 

Conclusion: The obtained patterns indicate the possibility of using the SIM-A cell line in model radiobiological studies, including the study 
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средств, предупреждающих развитие нейровоспаления 
на этапе доклинических испытаний.

В связи с сказанным выше, целью настоящей работы 
явилась характеристика ответа клеток микроглии мыши 
линии SIM-A9 на действие γ-излучения. 

Для этого проведен анализ радиочувствительности 
клеток, которую оценивали по количеству выживших 
клеток и по их клоногенной активности, изучено влия-
ние γ-облучения на фенотип и экспрессию рецепторов, 
необходимых для стимуляции пролиферации клеток ми-
кроглии линии SIM-A9, а также и проведено исследова-
ние уровня экспрессии провоспалительных цитокинов 
этими клетками в ответ на γ-облучение.

Материал и методы 

Культивирование клеток
Клетки микроглии мыши линии SIM-A9 культиви-

ровали в среде DMEM/F12 (Gibco, США), содержащей 
10 % инактивированной фетальной бычьей сыворот-
ки (HyClone, США), 5 % инактивированной лошади-
ной сыворотки (Gibco, США) и 50 мкг/мл гентамицина 
(Gibco, США) в пластиковых культуральных флаконах 
в СО2-инкубаторе при 37 °С в увлажненной атмосфе-
ре, содержащей 5 % СО2. Для пересева клетки линии 
SIM-A9 снимали с подложки с помощью фосфатного 
солевого буфера (ФСБ; ПанЭко, Россия), содержащего  
1 ммоль/л ЭДТА (AppliChem, Германия), 1 ммоль/л 
ЭГТА (AppliChem, Германия) и 1 мг/мл глюкозы. Пере-
сев клеток проводили 2 раза в неделю по достижении 
80–90 % конфлюэнтности. 

Характеристика данной клеточной линии была дана 
ранее в [12].

Облучение
Клетки в виде суспензии в культуральной среде под-

вергали действию γ-излучения от источника 60Cо на 
установке “ГУТ-200М” при комнатной температуре в 
дозах 1–8 Гр при мощности дозы 0,75 Гр/мин. После об-
лучения оценивали выживаемость, клоногенную актив-
ность и другие показатели состояния клеток микроглии.

Анализ выживаемости клеток
Выживаемость клеток микроглии линии SIM-A9 

оценивали на 7-е сутки после действия γ-облучения. Для 
этого контрольные и облученные в дозах 1, 2, 4 и 8 Гр 
клетки в полной культуральной среде высевали в лунки 
12-луночных планшетов: контрольные и облученные в 
дозе 1 Гр – по 100 тыс. клеток на лунку, облученные в 
дозах 2 и 4 Гр – по 200 тыс., а облученные 8 Гр – по 400 
тыс. клеток на лунку. На 7-е сут клетки снимали с под-
ложки и подсчитывали их количество в камере Горяева. 

Анализ клоногенной активности
Анализ клоногенной активности проводили согласно 

методике [10]. Для этого контрольные (100 клеток/лунку) 
и облученные в дозах 1, 2, 4 и 8 Гр клетки (соответствен-
но 100, 200, 200, и 400 клеток/лунку) высевали в 6-луноч-
ные планшеты. Через 7 сут после облучения планшеты 
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промывали ФСБ, колонии фиксировали и окрашивали 
красителем кристаллический фиолетовый. Через 30 мин 
краситель удаляли, промывали планшеты водой, высуши-
вали, подсчитывали колонии и рассчитывали в процентах 
эффективность клонирования РЕ (plating efficiency – отно-
шение количества образовавшихся колоний к количеству 
высаженных контрольных или облученных клеток, соот-
ветственно PEконтроль и PEоблучение для каждой дозы. Далее 
рассчитывали показатель выживаемости SF (surviving 
fraction) по формуле SF = PEоблучение/PEконтроль.

Фенотипирование клеток
Для окрашивания поверхностных белков CD11b и 

CD45 клетки снимали с подложки, промывали ФСБ и 
окрашивали прямыми антителами к данным антиге-
нам (описание этих и других использованных антител 
приведено в табл. 1) в течение 30 мин при +4 °С. Далее 
клетки отмывали ФСБ, фиксировали в растворе 2 % па-
раформальдегида (ПФА) в ФСБ 10 мин при комнатной 
температуре, отмывали и ресуспендировали в ФСБ.

Таблица 1
Список использованных при иммуноцитохимическом 

окрашивании антител
List of antibodies used in immunocytochemical staining

Антиген:краситель Видовая 
специфичность 
антител

Фирма производитель

CD11b:PE Крыса/IgG2b,κ Biolegend, США
CD45:AlexaFluor488 Крыса/IgG2b,κ Biolegend, США
TMEM119 Кролик/IgG Abcam, Великобритания
Иммуноглобулины 
кролика: 
AlexaFluor647

Коза/IgG Molecular Probes, США

CD115:AlexaFluor647 Крыса/IgG2a Biolegend, США
EGFR:FITC Мышь/IgG1 BD Bioscience, США

Рецептор колониестимулирующего фактора-1 (CSF-
1R, CD115) идентифицировали в фиксированных клет-
ках при окрашивании соответствующими антителами 
в течение 30 мин при 4 °С. Антигены TMEM119 и ре-
цептор эпидермального фактора роста (EGFR) иденти-
фицировали на нефиксированных клетках SIM-A9. При 
анализе трансмембранного белка TMEM119 проводили 
непрямое окрашивание. Все антитела использовали в 
разведении, рекомендованном фирмой-изготовителем. 

Анализ клеточного цикла
Контрольные и облученные в дозе 4 Гр клетки соби-

рали, промывали ФСБ, фиксировали 70 % холодным эта-
нолом  при 4 °С в течение 2 ч при концентрации клеток 
в суспензии 1×106 клеток/мл и хранили до исследова-
ния при –20 °С. Перед анализом фиксированные клетки 
осаждали при центрифугировании при 400 g, промыва-
ли ФСБ, ресуспендировали в растворе для окрашивания 
ДНК (ФСБ, pH 7,4, содержащий 0,1 % тритон Х-100, 0,1 
моль/л ЭДТА, 0,05 мг/мл рибонуклеазы А, 50 мкг/мл йо-
дида пропидия) в концентрации 1×106 клеток/мл и инку-
бировали 1 ч при комнатной температуре.

Флуоресценцию клеток при фенотипировании и ис-
следовании клеточного цикла анализировали на про-
точном цитофлуориметре BD FACSAria™ Fusion (BD 
Bioscience, США), оснащенном пятью оптоволоконны-
ми лазерами с длиной волны 355, 405, 488, 561 и 640 
нм (Ресурсный центр клеточной и молекулярной биоло-
гии НИЦ «Курчатовский институт») с использованием 
программного обеспечения FACS Diva (BD Bioscience, 
США). Для каждого образца анализировали не менее  
10 тыс. клеток.

Анализ уровня экспрессии генов цитокинов
Суммарную РНК выделяли фенол-хлороформен-

ным методом, используя реактив ExtractRNA (Евроген, 
Россия) в соответствии с инструкцией изготовителя. 
Анализ относительной экспрессии мРНК исследуемых 
генов проводили с помощью полимеразной цепной ре-
акции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) в режиме 
реального времени с использованием красителя SYBR 
Green I на амплификаторе CFX96 TouchTM (Bio-Rad, 
США). ПЦР проводили в реакционной смеси qPCRmix-
HS SYBR (Евроген, Россия) как описано ранее в [11] с 
использованием следующих пар праймеров: mTNFα f 
5’-aaatggcctccctctcatc-3’, r 5’-tttgagatccatgccgttg-3’; mIL-1β 
f 5’-acctgttctttgaagttgacg-3’, r 5’-gaaaagaaggtgctcatgtcc-3’; 
mIL-6 f 5’-gaggcttaattacacatgttc-3’, r 5’-aggcaaatttcctgg
ttatatccagtt-3’; mGAPDH f 5’-cagcctcgtcccgtagaca-3’, r 
5’-ttcccgttgatgacaagcttc-3’. Измерение уровня флуорес-
ценции проводили на каждом цикле при температуре  
72 °С. Результаты анализировали с использованием про-
граммы Bio-Rad CFX Manager 2.0. Уровень экспрессии 
мРНК генов mTNFα, mIL-1β и mIL-6 в клетках микро-
глии линии SIM-A9 измеряли относительно экспрессии 
конститутивного гена mGAPDH и выражали как 2-∆Сt, где 
∆Ct = Ctцитокина – CtGAPD. Ct – пороговый уровень флуорес-
ценции, соответствующий номеру цикла ПЦР исследу-
емого образца, в котором флуоресценция отличается от 
фонового шума. Относительный уровень экспрессии ге-
нов в облученных клетках рассчитывали по отношению 
к среднему значению для контрольного необлученного 
образца, который принимали за единицу.

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ осуществляли по методу 

Стьюдента с использованием t-критерия Стьюдента по 
программе Origin. Результаты, кроме данных по ПЦР, 
представлены в виде средних значений ± погрешность  
среднего. Статистически значимыми считали различия 
при р <0,05. 

Результаты и обсуждение 

Зависимость выживаемости клеток микроглии 
мыши линии SIM-A9 от дозы γ-излучения
Клетки микроглии линии SIM-A9 характеризуются 

высокой скоростью пролиферации – время их удвоения 
составляет около 24 ч, и даже при культивировании с 
низкой исходной плотностью они образуют колонии, ко-
торые, однако, могут сливаться после 7 сут культивиро-
вания. Поэтому радиочувствительность клеток микро-
глии анализировали через 7 сут после γ-облучения. Об-
лучение клеток проводили в суспензии в культуральной 
среде в диапазоне доз 1–8 Гр. Выживаемость оценивали 
по количеству живых клеток и по их клоногенной ак-
тивности. Полученные дозовые кривые представлены на 
рис. 1а, б. 

Дозовая зависимость выживаемости клеток линии 
SIM-A9, оцениваемая по количеству клеток, описы-
вается уравнением у =  –0,29х – 0,21х2, а оцениваемая 
по клоногенной активности – линейной зависимостью  
у = –0,86х. Соответственно значение D37 в первом случае 
составляет 3 Гр, а во втором – 1 Гр. При анализе выжива-
емости, оцениваемой по клоногенной активности после 
облучения клеток, основной вклад в ее изменение вно-
сит доля клеток, сохранивших способность к пролифе-
рации, и высокую скорость пролиферации. При анализе 
выживаемости, оцениваемой по количеству живых кле-
ток через определенный интервал времени, значитель-
ный вклад в получаемое значение вносит количество 
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тех клеток, которые остаются живыми, хотя и утратили 
способность к пролиферации, и количество клеток, спо-
собных к пролиферации с высокой скоростью. Показа-
но, что клетки микроглии мыши линии SIM-A9 харак-
теризуются высокой клоногенной активностью: эффек-
тивность клонирования контрольных клеток составила 
51,5±2,6 %. 

Оценка выживаемости по количеству живых клеток 
при скрининговых исследованиях может рассматривать-
ся только как предварительное ориентировочное иссле-
дование, в то время как анализ клоногенной активности 
позволяет оценить радиочувствительность клеток, спо-
собных к пролиферации. Полученные данные свиде-
тельствуют о высокой радиочувствительности клеток 
линии SIM-A9.

Для оценки механизма гибели клеток SIM-A9 и инги-
бирования их пролиферации при действии γ-облучения 
исследовали параметры клеточного цикла через 24 ч по-
сле воздействия (рис. 2, табл. 2). 

Анализ распределения клеток микроглии по фазам 
клеточного цикла (рис. 2, табл. 2) показал, что в кон-

трольной культуре клетки активно пролиферируют – 
в S-фазе находится 42,8 % клеток. Через 24 ч после 
γ-облучения клеток SIM-A9 регистрируется блоки-
рование клеточного цикла в фазе G0/G1 (доля клеток 
значимо повышается в 1,7 раза), доля клеток в S-фазе 
снижается в 3 раза, а в G2/M – в 1,8 раз. Одновремен-

Рис. 1. Зависимость выживаемости клеток микроглии мыши линии SIM-A9 от дозы γ-излучения, оцениваемой по количеству выживших клеток 
(а) и по клоногенной активности (б) через 7 сут после воздействия. Эффективность клонирования контрольных клеток линии SIM-A9 составила 

51,5±2,6 %
Fig. 1. The dependence of SIM-A9 mouse microglia cells survival on the dose of γ-irradiation, assessed by the number of surviving cells (a) and clonogenic 

activity (б) 7 days after exposure. The cloning efficiency of control SIM-A9 cells was 51.5±2.6 %

Рис. 2. Примеры гистограмм распределения клеток линии SIM-A9 по фазам клеточного цикла в контроле (а) и через 24 ч после γ-облучения в 
дозе 4 Гр (б). Клетки в состоянии апоптоза с гиподиплоидным содержанием ДНК локализованы левее области клеток в фазе G0/G1

Fig. 2. The histograms of the SIM-A9 cells distribution by the cell cycle phases in control (a) and in 24 hours after 4 Gy γ-irradiation (б). Apoptotic cells 
with hypo diploid DNA content are localized to the left of the region of cells in the G0/G1 phase

аблица 2
Распределение клеток линии SIM-A9 по фазам клеточного цикла 

в контроле и через 24 ч после облучения в дозе 4 Гр 
SIM-A9 cells distribution by cell cycle phases in the control  

and 24 hours after 4 Gy irradiation

Фаза клеточного цикла
Доля клеток в соответствующей фазе 

цикла,%
Контроль Облучение

G0/G1 45,3 ± 3,5 72,9 ± 0,8*
S 42,8 ± 1,1 14,3 ± 0,6*
G2/M 11,9 ± 2,5 6,5 ± 1,3
Апоптоз 3,5 ± 0,5 11,7 ± 1,5*

Примечание: Приведены средние значения и погрешность среднего.  
* – различия между группами статистически значимы, р<0,05
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но регистрируется повышение доли клеток в состоя-
нии апоптоза в 3,3 раза, которая возрастает с 3,5 % в 
контроле до 11,7 % после облучения. Блокирование 
клеточного цикла в фазе G0/G1, снижение доли проли-
ферирующих и делящихся клеток в S– и G2/M фазах 
соответственно определяют снижение клоногенной 
активности клеток линии SIM-A9. 

Влияние γ-облучения клеток линии SIM-A9 
на фенотип и уровень экспрессии рецепторов, 
определяющих стимуляцию их пролиферации
Фенотип клеток микроглии характеризуется при-

сутствием маркеров покоящейся CD11b+/CD45-/low или 
активированной CD11b+/CD45+/high микроглии, а также 
молекулы TMEM119 на клетках микроглии обоих типов. 
Показано, что через 24 ч после облучения в дозе 4 Гр 
клетки микроглии линии SIM-A9 сохраняют экспрессию 
этих молекул (табл. 3).

Стимуляция пролиферации клеток микроглии осу-
ществляется при связывании колониестимулирующего 
фактора-1 (CSF-1) (КСФ-1) или IL-34 с CSF-1R. Кроме 
того, стимуляция микроглии возможна при связывании 
эпидермального фактора роста (ЭФР, EGF) с рецепто-
ром этого фактора роста (РеЭФР, EGFR), присутствие 
которого показано на клетках микроглии мыши линии 
SIM-A9 ранее [12]. 

Для оценки влияния облучения на уровень экспрес-
сии CSF-1R и EGFR исследовали их присутствие на 
поверхности клеток линии SIM-A9 через 24 ч после 
облучения в дозе 4 Гр. Типичные гистограммы экс-
прессии CSF-1R и EGFR, полученные при проточной 
цитометрии, представлены на рис. 3, а относительный 
уровень их экспрессии – в табл. 3. Представленные 
результаты свидетельствуют о том, что клетки ми-
кроглии линии SIM-A9 через 24 ч после γ-облучения 
культуры в дозе 4 Гр сохраняют свой фенотип преи-

мущественно CD11b+/CD45high клеток, клетки CD11b+/
CD45-/low составляют не более 19 % и в контрольных, и 
в облученных культурах. Все клетки сохраняют фено-
тип TMEM119+. Ранее уже было отмечено, что клетки 
линии SIM-A9 имеют фенотип активированной микро-
глии, что связано, по-видимому, с их происхождением 
и активной пролиферацией, а не с провоспалительны-
ми свойствами [12]. 

Отмечено статистически малозначимое снижение 
уровня экспрессии CSF-1R и значимое увеличение 
экспрессии EGFR в 1,5 раза по сравнению с контро-
лем. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что через 24 ч после γ-облучения клетки микроглии 
линии SIM-A9 сохраняют свой фенотип и рецепторы к 
факторам роста CSF-1 и EGF, и можно ожидать повы-
шения чувствительности облученных клеток микро-
глии к EGF благодаря увеличению уровня экспрессии 
рецептора этого фактора.

Таблица 3
Характеристика фенотипа контрольных и облученных в дозе 4 Гр 
клеток линии SIM-A9 и уровня экспрессии рецепторов факторов 

роста КСФ-1 и ЭГФ
Characteristics of the phenotype of control and 4 Gy irradiated 

SIM-A9 cells and the level of expression of growth factor receptors 
CSF-1 and EGF

Маркер
Контроль Облучение

Доля клеток,%
CD11b+/CD45high 79,5 ± 0,9 87,4 ± 3,5
CD11b+/CD45-/low 11,3 ± 4,6 13,6 ± 5,0
TMEM119 100,0 ± 0,0 100,0 ± 0,0

Уровень экспрессии рецепторов, усл. ед.
Рецептор КСФ-1 190±31 116±8 
Рецептор ЭГФ 408±64 619±41*

Примечание: Приведены средние значения и погрешность среднего. 
* – различия между группами статистически значимы, р < 0,05

Рис. 3. Типичные гистограммы аутофлуоресценции (а, г) и уровня экспрессии рецепторов КСФ-1 (CSF-1R) (а‒в) и ЭГФ (EGFR) (г‒е) в 
контрольных (б, д) и облученных в дозе 4 Гр (в, е) клетках микроглии мыши линии SIM-A9

Fig. 3. Typical histograms of autofluorescence (а, г) and of the expression of receptors CSF-1R (а‒в) and EGFR (г‒е) in control mouse microglia SIM-A9 
cells (б, д) and after irradiation at a dose of 4 Gy (в, е)
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Исследование уровня экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов в клетках 
микроглии линии SIM-A9 после действия 
γ-излучения
Хорошо известно, что облучение мозга приводит к 

активации клеток микроглии, которая сопровождает-
ся повышением экспрессии генов провоспалительных 
цитокинов и повышенной секрецией таких цитокинов 
этими клетками. Уровень экспрессии генов провоспали-
тельных цитокинов IL-1β, IL-6 и TNFα клетками микро-
глии исследовали через 24 ч после их γ-облучения в до-
зах 4 и 8 Гр. Полученные результаты представлены на 
рис. 4.

Рис. 4. Уровень экспрессии мРНК генов провоспалительных 
цитокинов IL-1β, IL-6 и TNFα в  клетках микроглии линии SIM-A9 

через 24 ч после  γ-облучения в дозах 4 и 8 Гр. 
* –  различия между контрольными и облученными клетками 

статистически значимы, р<0,05
Fig. 4. The level of mRNA expression of the proinflammatory cytokine 
genes IL-1β, IL-6 and TNFα in microglia cells of the SIM-A9 line 24 

hours after γ-irradiation at doses of 4 and 8 Gy.
* – differences between control and irradiated cells are statistically 

significant, p<0.05

Показано, что γ-облучение клеток микроглии сопро-
вождалось повышением экспрессии генов всех изучен-
ных провоспалительных цитокинов (рис. 4). Наиболее 
значительным было повышение уровня экспрессии гена 
цитокина IL-1β. Повышение экспрессии генов цитоки-
нов IL-1β и IL-6 было пропорционально дозе облучения, 
в то время как уровень экспрессии гена TNFα был оди-
наков при обеих использованных дозах. Таким образом, 
облучение культуры клеток микроглии линии SIM-A9 
сопровождается активацией экспрессии генов провос-
палительных цитокинов, аналогично тому, как это имеет 
место в головном мозге при облучении головы мышей.

Заключение
Сравнивая ответ культивируемых клеток микроглии 

линии SIM-A9 с ответом микроглии мозга на общее 
γ-облучение в дозах 1, 2 и 4 Гр следует отметить, что 

количество клеток покоящейся микроглии с фенотипом 
CD11b+/CD45-/low в мозге мышей снижалось при общем 
облучении пропорционально дозе через 24 и 72 ч по-
сле воздействия, а количество клеток активированной 
микролии CD11b+/CD45high возрастало [13]. При ло-
кальном γ-облучении головы в дозах 2, 4 и 8 Гр через  
72 ч после воздействия также происходило снижение 
количества клеток микроглии в мозге [14, 15]. Таким 
образом, и при общем облучении, и при локальном 
облучении головы в мозге регистрируется снижение 
количества клеток микроглии уже при умеренных до-
зах. Это позволяет отнести клетки микроглии мозга к 
радиочувствительным клеткам, что коррелирует с вы-
сокой радиочувствительностью клеток микроглии ли-
нии SIM-A9. Хотя, безусловно, культивируемые in vitro 
клетки микроглии линии SIM-A9 являются более ради-
очувствительными благодаря более высокой скорости 
пролиферации по сравнению с пролиферацией  микро-
глии мозга. 

Особенностью клеток SIM-A9 по сравнению с ми-
кроглией головного мозга является отсутствие после 
облучения перераспределения содержания клеток с 
фенотипом покоящейся CD11b+/CD45-/low и активиро-
ванной CD11b+/CD45high микроглии в сторону увеличе-
ния последней, как это показано для микроглии после 
облучения мозга [15]. Можно полагать, что постоянное 
присутствие маркера CD45 на мембране клеток линии 
SIM-A9, так же как и присутствие такого маркера ак-
тивированной микроглии, как белок TSPO 18 кДа [12], 
определяется целиком происхождением этих клеток из 
ранних миелоидных клеток-предшественников в период 
раннего эмбриогенеза и не является маркером их акти-
вированного состояния в этом случае. 

Хорошо известно, что при облучении головы в 
мозге регистрируется активация микроглии, сопрово-
ждающаяся длительным повышением экспрессии ге-
нов провоспалительных цитокинов: сначала в первые 
сутки, а затем в отдаленный период, когда развивается 
хроническое нейровоспаление [11]. Аналогичное по-
вышение уровня экспрессии провоспалительных цито-
кинов IL-1β, IL-6 и TNFα показано уже через сутки по-
сле облучения клеток микроглии линии SIM-A9 (рис. 
4), что отражает их активацию в ответ на облучение, 
несмотря на отсутствие изменений в фенотипе этих 
клеток (табл. 3). 

Таким образом, за исключением стабильности фе-
нотипа CD11b+/CD45high, ответ клеток микроглии линии 
SIM-A9 на облучение полностью соответствует ответу 
клеток микроглии мозга на общее облучение мышей и 
локальное γ-облучение мозга, что позволяет использо-
вать эту культуру клеток в модельных радиобиологи-
ческих исследованиях, в том числе при изучении меж-
клеточных взаимодействий клеток мозга разных типов с 
клетками микроглии. 
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