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Проведено исследование сочетанного действия защитных агентов (гелий-неоновый лазер, ибупро-
фен, мексидол) и ускоренных ионов углерода (12С) в дозе 3 Гр на поведение мышей. Было показано,
что облученные животные не проявляют измененную модель поведения: уровень тревожности не
увеличен, наблюдается более медленная по сравнению с контролем положительная динамика обу-
чения и не наблюдается изменений в гиппокампзависимой памяти. Дисперсионный анализ кривых
обучения выявил разные коэффициенты приобретения навыка внутри экспериментальных групп,
при этом самый низкий характерен для группы, облученной в дозе 3 Гр 12С без защитных агентов.
Кроме того, анализ предпочтения новизны при тестировании на распознавание нового объекта по-
казал, что у этой группы животных наблюдается нарушение непространственной гиппокампопо-
средованной кратковременной памяти.
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Необходимость изучения последствий воздей-
ствия плотноионизирующей радиации на ЦНС и
поиска способов защиты обусловлена важными
практическими задачами, стоящими перед совре-
менной наукой: развитием новых ядерных техно-
логий в медицине, связанных с переходом от
стандартных γ- и рентгеновской терапии к облу-
чению ускоренными ионами, увеличением риска
техногенных катастроф и увеличением дальности
космических полетов, в том числе подготовкой
экспедиции на Марс, во время которых организм
подвергается воздействию тяжелых ионов в со-
ставе галактических космических лучей. Лучевая
терапия широко используется в клинической
практике для лечения различных опухолей, в том
числе головного мозга. После продолжительных
исследований таких пациентов стало известно,
что на фоне курса проведенной лучевой терапии
развивается значительный когнитивный дефицит
[1, 2]. В модельных экспериментах на мышах бы-
ло показано, что при облучении в дозах 2–10 Гр
рентгеновского излучения развиваются когни-
тивные дефициты, которые сопровождаются рез-
ким угнетением взрослого нейрогенеза [3]. Дан-
ные по влиянию тяжелых заряженных частиц на
структуры мозга, поведение и память противоре-

чивы и немногочисленны [4–11], поскольку по-
добное моделирование эффектов тяжелых ионов
на ЦНС возможно при однократном облучении
животных только на ускорителях заряженных ча-
стиц. По сравнению со многими тяжелыми ча-
стицами (1H, 4He, 16O, 28Si, 48Ti, 56Fe), входящими
в состав космического излучения, ионам углерода
до настоящего времени было уделено гораздо
меньше внимания, в частности, что касается его
влияния на нейрогенез. Этот факт довольно уди-
вителен, поскольку в настоящее время облучение
ионами углерода становится перспективным
средством в радиационной терапии опухолей. На
сегодняшний день основной целью современной
терапии нейродегенеративных последствий ради-
ационного лечения рака является активный по-
иск средств, способных остановить или замед-
лить дегенерацию и гибель предрасположенных к
патологическому процессу клеток. В качестве
наиболее перспективных средств защиты рас-
сматриваются антиоксиданты, противовоспали-
тельные соединения, нейропротекторы, а также
инфракрасное и лазерное медицинское оборудо-
вание [12–16]. Ранее нами при исследовании со-
четанного действия ускоренных ионов углерода с
энергией 450 МэВ/н в расширенном пике Брэгга
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в дозе 1.5 Гр и таких агентов как инфракрасное
излучение, гелий-неоновый лазер (HeNe), голо-
дание, CaCl2 и ибупрофен было показано их ра-
диозащитное действие по уровню цитогенетиче-
ских повреждений в костном мозге, клеточности
лимфоидных органов (тимус и селезенка) и про-
дукции АФК в цельной крови у тотально облу-
ченных мышей [17]. Кроме того, при исследова-
нии ранних отсроченных эффектов воздействия
ускоренных ионов углерода и протонов в дозах 1.5
и 1.8 Гр на когнитивные функции мышей было
показано, что облученные животные не проявля-
ют измененную модель поведения: уровень тре-
вожности не увеличен, ярко выражена исследова-
тельская модель поведения, не наблюдается де-
фицит гиппокампзависимой памяти. Однако в
тесте долговременной памяти группа животных,
локально облученная протонами, совершает
меньшее число ошибок в нахождении скрытой
норки-мишени, что может свидетельствовать о
лучшем сохранении следов памяти [18].

Целью настоящей работы было исследование
сочетанного действия защитных агентов (гелий-
неоновый лазер, ибупрофен, мексидол) и уско-
ренных ионов углерода в дозе 3 Гр на поведение
мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА
Двухмесячных самцов белых беспородных мы-

шей колонии SHK (29–32 г, n = 70) содержали в
клетках по 10 особей в виварии ИТЭБ РАН (ре-
жим освещенности – 12 ч/12 ч, свободный доступ
к воде и пище). Мыши были разделены на груп-
пы: 1) облученные ионами углерода в дозе 3 Гр без
защитных веществ; 2) с введением в/б раствора
мексидола (10 мг/кг, один раз в сутки, 5 дней) по-
сле облучения [19]; 3) с введением в/б раствора
ибупрофена (10 мг/кг, дважды в течение суток) до
или после облучения [20]; 4) обработанные ге-
лий-неоновым лазером в область носа в течение
15 с (632.8 нм, 0.7 мВт, 0.16 мВт/см2) до или после
облучения; и 5) контрольные животные, подверг-
нутые всем тем же манипуляциям при выключен-
ном источнике облучения. Исследование было
одобрено Комиссией по биологической безопас-
ности и биоэтике ИТЭБ РАН (протокол
№23/2019). Эксперименты проводили в соответ-
ствии с требованиями Федерации европейских
научных ассоциаций по содержанию и использо-
ванию лабораторных животных в научных иссле-
дованиях (FELASA).

Мышей наркотизировали ксилазин-золетило-
вой смесью и подвергали тотальному облучению
ускоренными ионами углерода с энергией
450 МэВ/н в модифицированном пике Брэгга
шириной 30 мм в дозе 3 Гр (1.6 Гр/мин) в одно-
родном пучке, сформированным “воблер” маг-
нитом, в помещении временного радиобиологи-

ческого стенда ускорительного комплекса У-70
(ИФВЭ НИЦ “Курчатовский институт”, Протви-
но). Сеанс облучения сопровождался дозиметри-
ческой пленкой “EBT3” (Gafchromic®film), за-
крепленной на торце контейнера с мышами со
стороны падающего пучка, и контролировался
при помощи нейтронного монитора.

Через 2 мес. после облучения, что соответству-
ет срокам ранних отсроченных повреждений, для
оценки общей активности и уровня тревожности,
пространственного обучения, кратковременной
и долговременной гиппокампзависимой памяти
использовали тест открытого поля, лабиринт
Барнс и тест на распознавание нового объекта.
Испытания в тесте открытого поля проводились
по стандартной методике, описанной [21]. Уста-
новка представляла собой белую квадратную ко-
робку размером 60 × 40 см, с видеокамерой, уста-
новленной на высоте 1.5 м для записи испытаний.
Животные были индивидуально размещены в
центре открытой арены, где для создания неком-
фортных условий использовали яркий свет и вен-
тилятор. Активность животного регистрировалась
в течение 4 мин. Были проанализированы такие
параметры, как частота выхода и продолжитель-
ность нахождения в центре и углах установки,
скорость перемещения и пройденное расстояние.
Эмоциональное состояние оценивали по таким
критериям, как частота и продолжительность
груминга, а также количество актов уринации и
дефекации. Лабиринт Барнс используется для
оценки пространственного обучения и памяти.
Установка, описанная [22], представляет собой
круглый стол диаметром 110 см и с 20 лунками по
краям. Этот тест состоит из двух фаз – обучения в
течение 3 дней по три сессии в сутки и тестирова-
ния на 3-й и 9-й дни после обучения с одной сес-
сией в сутки. Мышей приучают находить убежи-
ще под одной из лунок в течение 3 мин наблюде-
ния, после чего мышь, самостоятельно или
принудительно, помещается в норку на 2 мин. Ре-
гистрируются пройденное расстояние, скорость
и время, проведенное как в “правильном” секто-
ре, так и в других секторах в течение сессии, а так-
же время задержки до нахождения убежища. Уме-
ренные отрицательные подкрепления (яркий
свет, вентилятор) обеспечивают дополнительную
мотивацию по поиску убежища. Будучи менее
стрессогенным, он служит хорошей альтернати-
вой тесту Морриса. Для исследования нарушений
функций непространственной гиппокампопо-
средованной кратковременной памяти был при-
менен тест распознавания нового объекта, кото-
рый основан на запоминании знакомых объектов
и естественном для грызунов предпочтении но-
визны, что позволяет выявить избирательное
действие на внимание и эпизодическую память.
В ходе эксперимента на этапах обучения и тести-
рования регистрируется совокупное время иссле-
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дования знакомого и нового объектов и высчиты-
вается коэффициент дискриминации (КД). Те-
стирование проводилось в установке “открытое
поле”, с которой животные уже были знакомы.
Время наблюдения занимало 5 мин с интервалом
между этапами в 15–20 мин. Все поведенческие
тесты сопровождались автоматическим видеотре-
кингом мышей с применением специального
программного обеспечения.

Анализ достоверности отличий между группа-
ми проводили с помощью U-критерия Манна–
Уитни (уровень значимости p < 0.05). Статистиче-
ское сравнение кривых обучения проводили с ис-
пользованием дисперсионного анализа ANOVA в
программном пакете для статистического анали-
за IgorPro 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Как видно из табл. 1, у животных, облученных

ускоренными ионами углерода в дозе 3 Гр в при-
сутствии гелий-неонового лазера и ибупрофена,
как до облучения, так и после, скорость переме-
щения выше по сравнению с контрольными мы-
шами (p < 0.05). Животные из всех групп выходят
в центр открытого поля с той же частотой и про-
водят там столько же времени, что и контроль.
Для оценки исследовательской активности до-
полнительно анализировали вертикальную ак-
тивность по числу стоек, а для оценки эмоцио-
нального состояния учитывали количество актов
груминга, дефекации и уринации. Эти наблюде-
ния необходимы для корректной оценки наличия
стресса. Низкий уровень дефекации/уринации на
фоне высокой локомоторной активности свиде-
тельствует об отсутствии тревожности у экспери-
ментальных групп по сравнению с контролем
(данные не проиллюстрированы).

На рис. 1 представлены кривые обучения мы-
шей, демонстрирующие изменение времени до
нахождения убежища в лабиринте Барнс при уве-

личении времени обучения в лабиринте. Все экс-
периментальные группы продемонстрировали
обучение в течение девяти сессий, однако наклон
кривых свидетельствует о том, что они делают это
медленнее контрольных. Кроме того, дисперси-
онный анализ кривых обучения выявил, что для
животных, облученных в дозе 3 Гр 12С, а также в
аналогичной дозе с применением мексидола или
гелий-неонового лазера характерен самый низ-
кий коэффициент обучения (p < 0.05) с наиболее
медленной динамикой приобретения навыка у
группы мышей, облученной ионами углерода в
отсутствие защитных веществ.

При проведении теста на долговременную па-
мять на 2-й (проба 1) и 9-й дни (проба 2) после
обучения достоверных отличий по сравнению с
контрольной группой не выявлено (рис. 2). Уве-
личение среднего времени поиска убежища в
группе мышей, облученных ионами углерода и
обработанных мексидолом, было связано с воз-
росшей долей животных, не выполнивших задачу
(33 и 66% в 1-й и 2-й пробе соответственно), в то
время как животные, выполнившие задачу, нахо-
дили норку в те же сроки, что и контроль.

Анализ предпочтения новизны при тестирова-
нии на распознавание нового объекта показал,
что коэффициент дискриминации (КД) для кон-
трольных мышей, а также групп: 3 Гр 12С, 3 Гр 12С +
+ мексидол, гелий-неоновый лазер + 3 Гр 12С,
ибупрофен + 3 Гр 12С, 3 Гр 12С+гелий-неоновый
лазер и 3 Гр 12С + ибупрофен составил 0.06, –0.09,
0.02, 0.34, 0.72, 0.27 и 0.16 соответственно. Следо-
вательно, через 2 мес. после облучения только в
группе мышей, облученной в дозе 3 Гр углерода в
отсутствие защитных веществ, выявлено наруше-
ние непространственной гиппокампопосредо-
ванной кратковременной памяти, при этом у мы-
шей в контрольной группе и группе 3 Гр 12С +
+ мексидол, предпочтение новизны наименее
выражено.

Таблица 1. Изменение ориентировочно-исследовательского поведения в тесте “открытое поле” у мышей, под-
вергнутых воздействию ускоренных ионов углерода в присутствии и в отсутствие защитных агентов 
Table 1. Changes in exploratory behavior in the open field test in mice exposed to accelerated carbon ions in the presence
and absence of protective agents

Группа мышей Скорость, см/с Расстояние, см Частота 
выхода в центр

Суммарное 
время в центре, с

Контроль 5.32 ± 0.72 1057.67 ± 143.82 7.1 ± 2.08 6.79 ± 2.94

3 Гр 12С 6.32 ± 0.43 1256.28 ± 86.15 7.4 ± 1.19 4.92 ± 0.94

3 Гр 12С + ибупрофен 8.43 ± 0.85* 1070.41 ± 121.30 7.44 ± 2.63 6.49 ± 3.15

Ибупрофен + 3 Гр 12С 9.83 ± 1.53* 1301.62 ± 116.15 6.5 ± 0.93 7.26 ± 1.34

3 Гр 12С + гелий-неоновый лазер 8.9 ± 1.63* 1363.12 ± 152.24 8.3 ± 3.16 5.72 ± 2.48

Гелий-неоновый лазер + 3 Гр 12С 10.13 ± 2.04* 1376.24 ± 204.12 7 ± 1.41 8.25 ± 2.01

3 Гр 12С + мексидол 5.08 ± 1.02 1010.24 ± 102.34 4.33 ± 1.25 4.49 ± 0.47
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Рис. 1. Динамика обучения мышей, подвергнутых воздействию ускоренных ионов углерода в присутствии и в отсут-
ствие защитных агентов, в лабиринте Барнс.
Fig. 1. Dynamics of learning outcomes of mice exposed to accelerated carbon ions in the presence and absence of protective
agents in the Barnes maze.
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Рис. 2. Влияние ускоренных ионов углерода в присутствии защитных агентов на пространственную память мышей в
лабиринте Барнс: проба 1 – тестирование животных в лабиринте на 3-й день после облучения; проба 2 – тестирование
животных в лабиринте на 9-й день после облучения.
Fig. 2. The effect of accelerated carbon ions in the presence and absence of protective agents on the spatial memory of mice in
the Barnes maze.
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ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов бы-

ло показано, что через 2 мес. после тотального об-
лучения мышей ускоренными ионами углерода в
дозе 3 Гр как в присутствии, так и в отсутствие ис-
следованных защитных средств (гелий-неоновый
лазер, ибупрофен, мексидол) уровень тревожно-
сти не увеличен, наблюдается более медленная по
сравнению с контролем положительная динами-
ка обучения и отсутствует дефицит простран-
ственной гиппокампзависимой памяти, при этом
в группе мышей, подвергнутых облучению без за-
щитных агентов, наблюдаются самый низкий ко-
эффициент обучения и нарушение непростран-
ственной гиппокампопосредованной кратковре-
менной памяти. Литературных данных по
влиянию аналогичных доз тяжелых заряженных
ионов в отдаленные сроки после облучения жи-
вотных не много и они противоречивы. Так, часть
работ свидетельствует о том, что тяжелые заря-
женные частицы приводят к нарушению кон-
текстной и пространственной памяти, влияя на
процессы обучения [4, 5], в то время как другие
исследователи сообщают об отсутствии влияния
радиации на когнитивные способности [6]. В ра-
боте [7] на мышах было показано, что через 2 ч
после тотального облучения ионами углерода в
дозе 1 Гр наблюдается пониженный уровень про-
лиферации нейронов в зубчатой извилине, одна-
ко, через 3 мес. количество незрелых нейронов и
уровень пролиферации не отличаются от контро-
ля, свидетельствуя о способности нейрогенеза
мыши восстанавливаться после негативного вли-
яния облучения. При исследовании комбиниро-
ванного тотального хронического облучения
крыс γ-лучами в дозе 0.4 Гр и краниального
острого облучения ионами углерода в дозе 0.14 Гр
были показаны долгосрочное изменение психо-
эмоционального статуса и повышение эффектив-
ности пространственного обучения [8]. В работе
[9] было исследовано сочетанное действие облу-
чения протонами в дозах 1.5 и 3 Гр и антиортоста-
тического вывешивания на крыс и показано его
незначительное влияние на высшие интегратив-
ные функции ЦНС, что соотносилось со слабо
выраженной модификацией концентрации мо-
ноаминов в когнитивных и эмоционально-моти-
вационных структурах мозга. Однако при облуче-
нии крыс ионами углерода отмечаются суще-
ственные изменения в обмене моноаминов в
мозге, причем наиболее чувствительными струк-
турами являются префронтальная кора, nucleus
accumbens и гиппокамп. Стоит отметить, что ис-
следователи при оценке влияния тяжелых ионов
на поведение лабораторных животных анализи-
руют последствия как в острый период воздей-
ствия, так и отсроченный. Так, в работе [10] пока-
зано, что через 3 мес. после облучения ионами
56Fe наблюдается нарушение поведения, связан-

ного с функцией дофаминовой системы: мотор-
ного поведения, амфетамин-опосредованного те-
ста аверсивного обучения, оперантного обуслов-
ливания. В другом исследовании было показано,
что при облучении ионами 56Fe даже в очень низ-
кой дозе 0.5 Гр нарушается пространственная па-
мять, связанная с функцией гиппокампа, что бы-
ло выявлено через 3 мес. после воздействия при
тестировании животных в лабиринте Барнс [11].

Приведенное обсуждение показывает, что при
тотальном облучении мышей ионами углерода в
дозе 3 Гр можно было ожидать существенное вли-
яние на когнитивные и эмоциональные реакции
мышей с развитием негативного воздействия со
временем. Полученные результаты, однако, по-
казали, что облученные животные в ранние отда-
ленные сроки (2 мес.) не проявляют измененную
модель поведения в тесте открытого поля и под-
даются, хоть и более медленному, обучению в ла-
биринте Барнс, при этом отмечается нарушение
непространственной гиппокампопосредованной
кратковременной памяти в тесте на распознава-
ние нового объекта. Находится ли исследуемая
доза 3 Гр ниже порога воздействия, приводящего
к стойким изменениям в поведении облученных
мышей, или же к 2 мес. наблюдается частичное
восстановление нейрогенеза – задача дальней-
ших исследований влияния ионов углерода в раз-
ные сроки после воздействия в присутствии и в
отсутствие исследуемых агентов.
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Combined Effect of Protective Agents and Accelerated Carbon Ions
on the Behavior of Mice
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The combined effect of protective agents (helium-neon laser, ibuprofen, mexidol) and 3 Gy of accelerated
carbon ions (12C) on the cognitive abilities of mice was studied. It was shown that the irradiated animals did
not exhibit an altered behavior pattern: the level of anxiety was not increased, there was a slower positive dy-
namics of learning compared to the control, and there was no deficit in hippocampus-dependent memory.
Analysis of variance of learning curves revealed different coefficients of skill acquisition within the experi-
mental groups, with the lowest characteristic for the group irradiated with a dose of 3 Gy 12C without protec-
tive agents. In addition, the analysis of the preference for novelty when testing for recognition of a new object
showed that this group of animals has a violation of the nonspatial hippocampus-mediated short-term memory.

Keywords: carbon ions, hadron radiotherapy, neuroprotectors, cognitive impairment, mice
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