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SIM-A9 – линия спонтанно иммортализованных клеток микроглии мыши, полученных из головного моз-
га новорожденных мышат линии С57BL/6. Цель настоящей работы – характеристика микроглии мыши
линии SIM-A9 по соотношению клеток с фенотипом покоящейся и активированной микроглии в культу-
ре, анализ экспрессии маркеров стволовых (прогениторных) клеток CD133 и нестина, рецепторов факто-
ров роста CSF-1R и EGFR, а также анализ кариотипа этой линии. Использованы методы световой микро-
скопии, иммуноцитохимии в сочетании с проточной цитометрией и ОТ-ПЦР для анализа морфологии,
фенотипа и уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов и метод mFISH для анализа карио-
типа. Впервые показано, что клетки линии SIM-А9 экспрессируют высокий уровень белка TSPO, марке-
ров CD68, CD11b и CD45high на поверхностной мембране клеток, что соответствует фенотипу активиро-
ванной микроглии. Несмотря на это, клетки линии отвечают дополнительной активацией в ответ на сти-
муляцию ЛПС, которая приводит к повышению экспрессии генов провоспалительных цитокинов IL-1β,
TNFα, IL-6 и образованию высокого уровня активных метаболитов кислорода и азота. Показано, что
клетки линии SIM-A9 экспрессируют маркеры стволовых и прогениторных клеток CD133+ и нестин, что
позволяет рассматривать их как ранние низко дифференцированные прогениторные клетки, несмотря на
их фенотип, соответствующий активированной микроглии. Обнаружено также, что клетки линии SIM-A9
экспрессируют рецепторы двух факторов роста CSF-1 и EGF – CSF-1R и EGFR, что свидетельствует о
возможности стимуляции пролиферации клеток SIM-A9 по двум альтернативным механизмам под дей-
ствием соответствующих факторов. У клеток SIM-A9 установлен гипотетраплоидный кариотип с боль-
шим числом структурных и количественных аномалий хромосом.
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Клетки микроглии ЦНС человека и мыши обра-
зуются в период раннего эмбрионального развития
из миелоидных клеток-предшественников костного
мозга. Во взрослом организме пул микроглии под-
держивается на постоянном уровне благодаря сба-
лансированным процессам пролиферации и гибели
клеток путем апоптоза, и за время жизни организма
микроглия обновляется целиком несколько раз
(Askew et al., 2016). В процессе развития головного

мозга эмбриона микроглия участвует в ремоделиро-
вании синапсов и регуляции ангиогенеза, во взрос-
лом организме – в устранении неактивных нейро-
нов и синапсов, в регуляции нейрогенеза, в ремоде-
лировании сосудистой сети ЦНС (например, при
инсульте), в развитии реакций клеточного иммуни-
тета и воспаления (Eyo et al., 2013).

В мозге микроглия может присутствовать в различ-
ных состояниях: выделяют покоящуюся и активиро-
ванную микроглию. Клетки покоящейся микроглии
имеют большое количество разветвленных отростков,
экспрессируют маркеры CD11b, CD40, CD45low, CD80,
CD86, F4/80, Iba1, ТМЕМ119, СCXCR3, CCR9,
CSF-1R, C5aR. При активации клетки приобретают
амебоидную или округлую форму и фенотип
CD11b+/CD45high (Askew et al., 2016). В качестве еще
одного маркера активированной микроглии и, в
меньшей мере, активированных астроцитов, пред-

Принятые сокращения: АФА – активные формы азота; АФК –
активные формы кислорода; АХр – хромосомные аберрации;
ЛПС – липополисахарид; СК – стволовые клетки; ЭДТА –
этилендиаминтетрауксусная кислота; ЭГТА – этиленгликоль-
ди-(2-аминоэтил)-тетрауксусная кислота; ЦНС – централь-
ная нервная система; CSF-1 – колониестимулирующий фак-
тор-1 (colony stimulating factor-1); CSF-1R – рецептор CSF-1;
EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – рецептор EGF;
mFISH – многоцветная флуоресцентная гибридизация in situ;
PBS – фосфатно-солевой буферный раствор.
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лагают анализировать присутствие белка-трансло-
казы наружной мембраны митохондрий с молеку-
лярной массой 18 кДа, получившего название TSPO
(Bonsack et al., 2018). Активированные клетки мик-
роглии секретируют активные формы азота (АФА) и
кислорода (АФК), провоспалительные цитокины и
хемокины, что приводит к развитию нейровоспаления
и повреждению нейронов под действием факторов
воспаления (Bachiller et al., 2018). Клетки активирован-
ной микроглии, кроме того, могут непосредственно
повреждать нейроны с участием системы компле-
мента (Kalm et al., 2015). Хроническая активация
микроглии под действием эндогенных факторов, со-
провождающаяся длительным нейровоспалением,
лежит в основе патогенеза многих нейродегенера-
тивных заболеваний, включая болезнь Альцгеймера
(Onyango et al., 2021).

В изучении ответа микроглии на действие разных
стимулов и препаратов важную роль играет возмож-
ность использования культивируемых клеток. Опи-
саны линии микроглии человека (HMO6) и мыши
(EOC, HAPI, BV2, SIM-A9), полученные как при
трансфекции определенных онкогенов (v-myc в слу-
чае HMO6, v-raf/v-myc в случае BV2), так и в резуль-
тате спонтанной иммортализации (Blasi et al., 1990;
Stansley et al., 2012; Nagamoto-Combs et al., 2014). По-
казано, что клетки этих линий сохраняли основные
свойства первичной микроглии (Stansley et al., 2012;
Nagamoto-Combs et al., 2014).

SIM-A9 – спонтанно иммортализованные клетки
микроглии, получены из ткани коры головного мозга
новорожденных мышат линии С57BL/6 и подробно
охарактеризованы авторами (Nagamoto-Combs et al.,
2014), которые показали, что эти клетки экспресси-
ровали маркеры Iba1 и CD68, специфичные для мак-
рофагов и микроглии; кроме того, они обладали фа-
гоцитарной активностью, отвечали на стимуляцию
липополисахаридом (ЛПС) и бета-амилоидом акти-
вацией сигнальных каскадов с участием тирозин-
протеинкиназы и NFκB и секрецией TNFα, повыше-
нием активности индуцируемой синтазы оксида азо-
та и циклооксигеназы-2. Стимуляция клеток IL-4
повышала уровень аргиназы-1. Таким образом, ав-
торы показали, что клетки линии SIM-A9 способны
отвечать на про- и противовоспалительные стимулы
формированием фенотипа про- и противовоспали-
тельной микроглии (Nagamoto-Combs et al., 2014).
Эти свойства позволили рассматривать полученную
линию SIM-A9 в качестве альтернативы первичной
микроглии для исследования механизмов развития
нейродегенеративных заболеваний и состояний,
обусловленных развитием нейровоспаления, и изу-
чения эффективности потенциальных терапевтиче-
ских препаратов, способных регулировать про- и
противовоспалительную активность микроглии.
Однако кариотип полученной линии SIM-A9 изучен
не был.

При анализе микроглии часто возникает необхо-
димость оценивать соотношение покоящихся и ак-
тивированных клеток. Линия SIM-A9 не была оха-
рактеризована по этим параметрам, хотя высокий
уровень CD68 и спонтанной секреции цитокина
TNFα могут свидетельствовать о спонтанной акти-
вации части этих клеток. Кроме того, остается неис-
следованным вопрос об экспрессии маркеров ство-
ловых (прогениторных клеток), таких как CD133 и
нестин, и рецепторов таких ключевых факторов ро-
ста, как рецептор колониестимулирующего факто-
ра-1 (CSF-1R) и рецептор эпидермального фактора
роста EGF (EGFR).

CSF-1R (CD115) локализован на поверхностной
мембране клеток и относится к семейству рецепто-
ров факторов роста CSF-1/тромбоцитарный фактор
роста. Он распознает лиганды CSF-1 и IL-34 – цито-
кины, которые контролируют пролиферацию кле-
ток микроглии и макрофагов. Они связываются с
внеклеточным доменом CSF-1R, индуцируют диме-
ризацию рецептора и его аутофосфорилирование
рецепторной тирозинпротеинкиназой по остаткам
тирозина. Этот процесс приводит к каскаду внутри-
клеточных сигналов, которые регулируют пролифе-
рацию, выживание и функции клеток-мишеней.
Связывание CSF-1 с CSF-1R активирует такие сиг-
нальные пути, как JAK–STAT, PI3K–AKT, ERK1/2
(Han et al., 2022).

EGFR, как и CSF-1R, является членом семейства
тирозинкиназных рецепторов плазматической мем-
браны, которые контролируют такие важные функ-
ции, как рост, дифференцировку, апоптоз, адгезию
и миграцию (Jones, Rappoport, 2014). EGFR пред-
ставлен на многих типах клеткок в центральной и
периферической нервной системе, связан с выпол-
нением нейротрофических функций в ЦНС и участ-
вует в регуляции активности глиальных клеток мозга
(Douglas et al., 2009). В настоящее время этот рецеп-
тор привлекает большое внимание в качестве тера-
певтической мишени из-за его участия в активации
микроглии (Yan et al., 2019; Mansour et al., 2022). Связы-
вание EGFR с такими лигандами, как EGF и TNFα,
вызывает активацию микроглии путем трансактива-
ции митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) и
других нижестоящих сигнальных путей (Fischer et al.,
2006), а ингибирование сигнального пути EGFR–
MAPK подавляет воспалительную реакцию микро-
глии и связанное с ней вторичное повреждение ней-
ронов после повреждения спинного мозга (Qu et al.,
2012).

В связи с вышесказанным цель настоящей рабо-
ты состояла в характеристике микроглии мыши ли-
нии SIM-A9 по соотношению к клеткам с феноти-
пом покоящейся и активированной микроглии в
культуре, анализ экспрессии маркеров стволовых
(прогениторных) клеток CD133 и нестина, рецепто-
ров факторов роста CSF-1R и EGFR и анализ кари-
отипа этой линии.



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕТОК МИКРОГЛИИ ЛИНИИ SIM-A9 – НОВЫЕ ДАННЫЕ 261

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материалы и реактивы. Культуральная среда

DMEM/F12, сыворотка лошади, гентамицин (Gib-
co, США), фетальная сыворотка крупного рогатого
скота (HyClone, США), сыворотка козы (Biosera,
Франция), бычий сывороточный альбумин (Amres-
co, США), раствор Хенкса, фосфатно солевой буфер
(ПанЭко, Россия), пластиковая культуральная посуда
(Corning, США), ЭДТА и ЭГТА (AppliChem, Герма-
ния), Triton X-100 (Fluka, США), ЛПС (Sigma-Aldrich,
США), MitoSox-Red и 6-карбокси-2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеин диацетат (carboxy-H2DCFDA, C400)
(Molecular Probes, США), 4-амино-5-метиламино-
2',7'-дифторфлуоресцеин диацетат (DAF-FM, Ther-
mo Fisher Scientific, США), параформальдегид (Pan-
reac, EC), реактивы ExtractRNA, qPCRmix-HS SYBR
и синтез праймеров для ПЦР (Евроген, Россия).

Использовали следующие антитела: к CD11b:PE,
CD45:AlexaFluor488, CD115:AlexaFluor647, к нестину
(Biolegend, США), к Iba1 и TMEM119 (Abcam, Вели-
кобритания), CD68 (BD Biosciences, США), TSPO
18 кДа:AlexaFluor488, CD133:PE (Miltenyi Biotec,
Германия), EGFR:FITC (BD Biosciences, США); вто-
ричные антитела козы к IgG кролика:AlexaFluor647
(Molecular Probes, США), вторичные антитела козы
к IgG цыпленка:AlexaFluor568 (Invitrogen, США).

Культивирование клеток SIM-A9. Клетки микро-
глии мыши линии SIM-A9 культивировали в среде
DMEM/F12, содержащей 10% инактивированной фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота, 5% инак-
тивированной лошадиной сыворотки и 50 мкг/мл ген-
тамицина, 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 фосфатно-
го солевого буферного раствора (PBS), содержащего
1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л ЭГТА и 1 мг/мл глюко-
зы. Пересев клеток проводили 2 раза в неделю по до-
стижении 80–90% конфлюэнтности.

Активация клеток SIM-A9 введением ЛПС. Клет-
ки микроглии SIM-A9 активировали ЛПС, получен-
ным из Escherichia coli. Маточный раствор (1 мг/мл в
PBS) хранили при −20°С; рабочий раствор готовили
в среде для культивирования после его разморажи-
вания непосредственно перед экспериментом.

Определение активных форм кислорода и азота. Ма-
точные растворы флуоресцентных красителей готови-
ли в ДМСО: 20 ммоль/л 6-карбокси-2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеин диацетата (carboxy-H2DCFDA, C400)
для окрашивания всех АФК, 5 ммоль/л 4-амино-5-ме-
тиламино-2',7'-дифторфлуоресцеин диацетата
(DAF-FM) для определения АФА (NO) и 5 ммоль/л
MitoSox-Red для выявления супероксиданиона. Ра-
бочие растворы красителей готовили в растворе
Хенкса. Для определения общего содержания АФК
и АФА живые клетки окрашивали в течение 40 мин
при 37°С, для определения супероксиданиона –
10 мин при 37°С. После окрашивания клетки отмы-

вали в растворе PBS, осадок ресуспендировали в PBS
и до измерений держали при 4°С. Флуоресценцию
клеток анализировали на проточном цитофлуори-
метре BD FACSCalibur (BD Biosciences, США), осна-
щенном аргоновым лазером с длиной волны 488 нм
и диодным красным лазером с длиной волны 635 нм
(Ресурсный центр клеточной и молекулярной био-
логии, НИЦ “Курчатовский институт”) с использо-
ванием программного обеспечения “CellQuest™”
(BD Biosciences, США). В каждом образце анализи-
ровали 10 тыс. клеток.

Фенотипирование клеток линии SIM-A9. Для
окрашивания поверхностных белков CD11b, CD45 и
CD68 клетки отмывали PBS и окрашивали прямыми
антителами к данным антигенам (табл. 1) в течение
30 мин при 4°С. Далее клетки отмывали PBS, фикси-
ровали в растворе 2%-ного параформальдегида в
PBS 10 мин при комнатной температуре, отмывали и
ресуспендировали в PBS. Фактор CSF-1R иденти-
фицировали в фиксированных клетках при окраши-
вании в течение 30 мин при 4°С. При окрашивании
клеток антителами к внутриклеточным белкам Iba1,
CD68, TSPO и нестину (табл. 1) клетки отмывали от
среды культивирования, фиксировали 2%-ным рас-
твором параформальдегида 10 мин, отмывали, пер-
меабилизировали в течение 10 мин в PBS, содержа-
щем 0.1% Тритона X-100 (Fluka, США) и 5% козьей
сыворотки (Biosera, Франция) (при окрашивании
Iba1, CD11b и нестина) или 1% бычьего сывороточ-
ного альбумина (в случае TSPO); затем добавляли
антитела к белку Iba1 и к нестину и инкубировали
60 мин при комнатной температуре, далее отмывали
от антител и инкубировали со вторичными антите-
лами, конъюгированными с Alexa Fluor 647 для
окрашивания Iba1 и с Alexa Fluor 568 для окрашива-
ния нестина в течение 60 мин, после чего отмывали
и ресуспендировали в PBS. Окрашивание клеток ан-
тителами к внутриклеточному белку CD68 произво-
дили прямыми антителами в течение 60 мин при
комнатной температуре. Для оценки содержания
белка TSPO клетки окрашивали прямыми антитела-
ми при комнатной температуре в течение 45 мин.

Антигены TMEM119, EGFR и CD133 идентифи-
цировали на нефиксированных клетках SIM-A9.
При анализе трансмембранного белка TMEM119
проводили непрямое окрашивание, а для определе-
ния белков EGFR и CD133 использовали прямые
антитела. Все антитела использовали в разведении,
рекомендованном фирмой-изготовителем. Флуо-
ресценцию клеток анализировали на проточном ци-
тофлуориметре BD FACSCalibur (BD Biosciences,
США), оснащенном аргоновым лазером с длиной
волны 488 нм и диодным красным лазером с длиной
волны 635 нм (Ресурсный центр клеточной и моле-
кулярной биологии, НИЦ “Курчатовский инсти-
тут”) с использованием программного обеспечения
“CellQuest™” (BD Biosciences, США). В каждом об-
разце анализировали 10 тыс. клеток.
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Таблица 1. Антитела, использованные при иммуноцитохимическом окрашивании антигенов клеток линии SIM-A9

Антиген:краситель Описание антигена Вид
(изотип)

Источник 
литературы

CD11b:PE Мембранный белок, гликопротеин из надсемейства интегринов, 
продукт гена ITGAM, альфа-субъединица интегрина αMβ2 
(MAC-1)

Крыса/IgG2b, κ Jurga et al., 2020

CD45:AlexaFluor488 Пан-лейкоцитарный антиген; экспрессируется как на покоя-
щейся (на низком уровне), так и на активированной (на высоком 
уровне) микроглии

Крыса/IgG2b, κ Becher et al., 1996

Iba1 Внутриклеточный Са-связывающий белок, связанный с реорга-
низацией актина – белка цитоскелета микроглии

Кролик/IgG Sasaki et al., 2001

CD68:BV-421 Скавенджер-рецептор; связывает окисленные липопротеины 
низкой плотности и участвует в элиминации дебриса, в фагоци-
тозе, в том числе миелина

Крыса/IgG2a, κ Waller et al., 2019
CD68:AlexaFluor488 Крыса/IgG2a

PBR (TSPO 
18кДа):AlexaFluor488

Транслоказа наружной мембраны митохондрий с мол. массой 
18 кДа; ранее белок был известен как рецептор бензодиазепинов. 
Представлен на активированной микроглии и, в меньшей мере, 
на активированных астроцитах

Крыса/IgG Liu et al., 2014

CD115:AlexaFluor647 Рецептор макрофагального колониестимулирующего фактора – 
CSF-1R

Крыса/IgG2a,κ Stanley et al., 2014

TMEM119 Трансмембранный белок 119, маркер микроглии Кролик/IgG Bennett et al., 2016
CD133:PE Проминин-1, трансмембранный гликопротеин, маркер стволо-

вых клеток
Крыса/IgG2a, λ Coskun et al., 2008

Нестин Белок промежуточных филаментов VI типа, маркер прогенитор-
ных клеток, ранее считался маркером нейрональных стволовых 
клеток

Курица/IgY Bernal, et al., 2018

EGFR:FITC Рецептор эпидермального фактора роста Мышь/IgG1 Jones et al., 2014
Иммуноглобулины 
кролика:AlexaFluor647

Вторичные антитела козы к иммуноглобулинам кролика Коза/IgG –

Иммуноглобулины 
цып-
ленка:AlexaFluor568

Вторичные антитела козы к иммуноглобулинам цыпленка Коза/IgG –

Анализ экспрессии мРНК генов цитокинов в клет-
ках линии SIM-A9. Общую РНК из клеток выделяли
фенол-хлороформенным методом, используя реак-
тив ExtractRNA в соответствии с инструкцией изго-
товителя (Евроген, Россия). Анализ относительной
экспрессии мРНК исследуемых генов проводили с по-
мощью полимеразной цепной реакции с обратной
транскрипцией (ОТ-ПЦР) как описано ранее (Моска-
лева и др., 2022). Экспрессию мРНК генов цитокинов
определяли методом ПЦР в режиме реального време-
ни с использованием красителя SYBR Green I на ам-
плификаторе CFX96 TouchTM (Bio-Rad, США). ПЦР
проводили в реакционной смеси qPCRmix-HS SYBR с
конечным объемом 25 мкл, в реакцию вносили 2 мкл
реакционной смеси после ревертирования, содержа-
щую кДНК и 7.5 пкмоль каждого из пары праймеров:
mTNFα: прямой 5'-aaatggcctccctctcatc-3' и обратный
5'-tttgagatccatgccgttg-3'; mIL-1β: прямой 5'-acctgttcttt-
gaagttgacg-3' и обратный 5'-gaaaagaaggtgctcatgtcc-3';

mIL-6: прямой 5'-gaggcttaattacacatgttc-3' и обратный
5'-aggcaaatttcctggttatatccagtt-3'; mGAPDH: прямой 5'-
cagcctcgtcccgtagaca-3' и обратный 5'-ttcccgttgatga-
caagcttc-3'.

Временной и температурный режим ПЦР для
mIL-1β, mIL-4, mTGFβ и mGAPDH: 95°С – 15 с (пер-
вый шаг – 5 мин), 62°С – 20 с, 72°С – 40 с, 45 циклов
ПЦР; для mTNFα: 95°С – 15 с (первый шаг – 5 мин),
54°С – 15 с, 72°С – 45 с, 45 циклов ПЦР. Измерение
уровня флуоресценции проводили на каждом цикле
при температуре 72°С. Результаты анализировали с
использованием программы Bio-Rad CFX Manager
2.0. Уровень экспрессии мРНК генов mTNFα, mIL-1β и
mIL-6 в клетках микроглии SIM-A9 измеряли относи-
тельно экспрессии конститутивного гена mGAPDH и
выражали как 2–∆Сt, где ∆Ct = Ctцитокина − CtGAPDH,
Ct − пороговый уровень флуоресценции, соответ-
ствующий номеру цикла ПЦР исследуемого образ-
ца, в котором флуоресценция отличается от фоново-
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го шума. Относительный уровень экспрессии генов
в обработанных ЛПС клетках рассчитывали по отно-
шению к среднему значению для контрольного об-
разца, который принимали за единицу.

Анализ кариотипа клеток линии SIM-A9 с помощью
метода многоцветной флуоресцентной гибридизации
in situ (mFISH). Кариотип клеток анализировали, ис-
пользуя mFISH пробы 21XMouse (MetaSystems, Гер-
мания) для окраски полного генома. Окраску деля-
щихся клеток на стадии метафазы проводили по мето-
дике производителя, хромосомы идентифицировали и
анализировали с использованием программ
ISIS/mFISH (MetaSystems, Германия), которые гене-
рируют “псевдоцвета” на основании уникальных ком-
бинаций 5 флуорохромов для идентификации каждой
пары хромосом и структурных перестроек между ни-
ми. Структурные перестройки хромосом (аберрации –
АХр) классифицировали по системе mPAINT (Corn-
forth, 2001). АХр делили на простые разрывы хромо-
сом (ацетрики и укороченные), простые обмены,
происходящие из двух разрывов в двух хромосомах
(дицентрики, транслокации, кольца, хроматидные
обмены) и комплексные аберрации, состоящие из
трех и более разрывов в двух и более хромосомах.
Для описания структурных и количественных ано-
малий хромосом было проанализировано 50 клеток
SIM-A9 .

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку результатов проводили по методу Стьюдента с
использованием компьютерной программы “Origin-
Pro”. Все данные представлены в виде средних зна-
чений и стандартной ошибки среднего. Различия
считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ экспрессии маркеров покоящейся и активи-

рованной микроглии в клетках линии SIM-A9. Ранее

при иммуноцитохимическом окрашивании с ис-
пользованием соответствующих антител и световой
микроскопии (Nagamoto-Combs et al., 2014) было
показано присутствие в клетках SIM-A9 внутрикле-
точных маркеров микроглии – белков Iba1 и CD68,
которые экспрессируются как покоящимися, так и
активированными клетками. Однако при этом на-
блюдали клетки с разной интенсивностью окраши-
вания этих антигенов. В то же время, высокий уро-
вень экспрессии CD68 может свидетельствовать о
присутствии в культуре активированных клеток
микроглии.

Для анализа содержания покоящихся и активи-
рованных клеток в культуре микроглии SIM-A9 про-
водили их иммуноцитохимическое окрашивание
флуоресцентно мечеными антителами к поверх-
ностным маркерам CD11b и CD45 с последующей
проточной цитометрией образцов. По данным све-
торассеяния показано, что культура представлена
одной популяцией клеток (рис. 1а). При этом все
клетки культуры экспрессировали не только моле-
кулы Iba1 и CD68 (рис. 1б), но и CD11b и высокий
уровень CD45 (рис. 1в), и имели, таким образом, фе-
нотип CD11b/CD45high, что соответствует активиро-
ванной микроглии.

CD68 – трансмембранный белок, уровень кото-
рого повышается при воспалении и при активации
микроглии ЛПС и IFN-γ, что показано для клеток
микроглии мыши линии BV-2 (Wong et al., 2005). Из-
вестно, что в процессе активации макрофагов проис-
ходит передислокация основного пула молекул CD68
из внутриклеточных компартментов на поверхност-
ную мембрану клеток (Ramprasad et al., 1996).

При окрашивании антигена CD68 на поверхност-
ной мембране непермеабилизированных клеток
SIM-A9 этот маркер обнаружен на мембране 72%

Рис. 1. Гистограммы прямого/бокового светорассеяния (СР) клеток микроглии мыши линии SIM-A9 (а) и уровня антигенов
Iba1/CD68 (б) и CD11b/CD45 (в). Представлены данные проточной цитометрии с использованием соответствующих флуо-
ресцентно меченных антител (Alexa, PE или Brilliant Violet). Приведены гистограммы одного из трех типичных эксперимен-
тов. ИФ – интенсивность флуоресценции здесь и на рис. 1–3, 6, 7.
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клеток (рис. 2), что также соответствует фенотипу
активированной микроглии.

Для подтверждения и дополнения полученных
результатов клетки линии SIM-A9 были охарактери-
зованы с использованием еще одного маркера мик-
роглии, белка TMEM119, и маркера активированной
микроглии (макрофагов) белка TSPO. TMEM119 –
специфический маркер микроглии, и в настоящее
время Tmem119 классифицируется как один из ге-
нов-маркеров фенотипа M0 микроглии мышей, ко-
торый не экспрессируется нейральными клетками
(Bohnert et al., 2020).

В отличие от TMEM119, белок-транслоказа TSPO,
ранее известный как рецептор бензодиазепина, ис-
пользуется в качестве маркера активированной по
провоспалительному пути микроглии при нейровос-
палении (Pannell et al., 2020). При анализе этих мар-
керов обнаружено, что все клетки микроглии линии
SIM-A9 экспрессируют белки TMEM119 и TSPO

(рис. 3а, б соответственно), что соответствует акти-
вированной микроглии.

Таким образом, в результате проведенного иссле-
дования показан высокий уровень содержания таких
маркеров активированной микроглии, как белок
CD68 на поверхностной мембране клеток и внутри-
клеточный белок TSPO на наружной мембране ми-
тохондрий, а также соответствие клеток линии SIM-
A9 фенотипу CD11b/CD45high. Эти данные позволя-
ют однозначно констатировать, что интактные клет-
ки этой линии имеют фенотип активированной
микроглии.

Характеристика активации клеток микроглии SIM-
A9 под действием ЛПС. ЛПС является классическим
индуктором провоспалительной активации микро-
глии, которая сопровождается усилением фагоцито-
за, повышением секреции провоспалительных ци-
токинов, хемокинов и АФК и АФА (Lively, Schlichter,
2018). В связи с тем, что ранее была показана актива-

Рис. 2. Гистограмма уровня белка СD68 на поверхностной мембране клеток SIM-A9. Горизонтальной линией отмечена суб-
популяция окрашенных CD68+ клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окра-
шенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных экспериментов.
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Рис. 3. Гистограммы уровня маркеров TMEM119 (а) и TSPO (б) в клетках линии SIM-A9. Горизонтальной линией отмечена
субпопуляция окрашенных на TMEM119 (а) и TSPO (б) клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуорес-
ценция, правый – окрашенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных экспериментов.
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ция клеток микроглии линии SIM-A9 под действием
ЛПС (Nagamoto-Combs et al., 2014), на следующем
этапе работы мы исследовали воздействие этого
агента на морфологию клеток SIM-A9, экспрессию
генов провоспалительных цитокинов и уровень со-
держания АФК и АФА. При анализе экспрессии ря-
да маркеров, упомянутых выше, в клетках микро-
глии SIM-A9 через 24 ч после обработки 5 нг/мл
ЛПС активированные клетки имели такой же фено-
тип, как и контрольные (см. рис. 1, 3), то есть, 100%
клеток, обработанных ЛПС, были положительными
по маркерам CD68, Iba1, CD11b, CD45, TSPO и
TMEM119 (данные не показаны). Таким образом,
24-часовое воздействие ЛПС на клетки SIM-A9 не
изменяет их фенотип.

При исследовании морфологии клеток SIM-A9
после активации ЛПС показано, что клетки кон-
трольной культуры, не подвергавшиеся воздействию
данного агента, имеют преимущественно округлую

форму и небольшое количество клеток удлиненной
формы с отростками (рис. 4а). При культивирова-
нии клеток SIM-A9 в присутствии 5 и 500 нг/мл ЛПС
доля клеток удлиненной формы с отростками воз-
растает за 24 ч до 14.7 ± 1.6 и 22.8 ± 0.5% соответ-
ственно против 6.9 ± 0.3% в контроле (рис. 4б, в). Та-
ким образом, в присутствии ЛПС изменяется морфо-
логия части клеток линии SIM-A9, среди которых
увеличивается доля удлиненных клеток с отростками.

Другие авторы ранее показали, что активация
клеток SIM-A9 под действием 2.5 нг/мл ЛПС сопро-
вождается увеличением секреции TNFα (Nagamoto-
Combs et al., 2014). Мы провели исследование уровня
экспрессии генов провоспалительных цитокинов в
аналогичных условиях и показали, что ЛПС стиму-
лирует повышение экспрессии мРНК генов провос-
палительных цитокинов в клетках линии SIM-A9
(рис. 5а–в). Культивирование клеток в присутствии
этого агента приводило к увеличению экспрессии

Рис. 4. Микрофотографии культуры клеток линии SIM-A9 в контроле (а) и через 24 ч после активации ЛПС в концентрации
5 (б) и 500 (в) нг/мл. Фазовоконтрастная микроскопия. Цифрами указана доля клеток удлиненной формы с отростками (по-
казаны стрелками). * – отличия доли клеток в культуре после действия ЛПС от контрольной культуры статистически значи-
мы при p < 0.05. Увел. об.: 40×.
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Рис. 5. Уровень экспрессии мРНК генов TNFα (а), IL-1β (б) и IL-6 (в) в клетках микроглии линии SIM-A9 через 6 и 24 ч после
стимуляции ЛПС в разной концентрации.
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мРНК mTNFα до 80 раз, mIL-1β – до 280 раз, mIL-6 –
до 2000 раз через 6 ч после воздействия ЛПС в дозе
500 нг/мл. При действии ЛПС в концентрации
5 нг/мл также обнаружено усиление экспрессии ци-
токинов, но в меньшей степени.

Через 24 ч культивирования в присутствии ЛПС
уровень экспрессии мРНК mTNFα, mIL-1β и mIL-6
снижался, но превышал уровень контроля в 20, 2.5 и
3 раза соответственно при концентрации ЛПС
500 нг/мл (рис. 5а–в). Аналогичное снижение экс-
прессии мРНК цитокинов через 24 ч наблюдали после
добавления ЛПС в концентрации 5 нг/мл (рис. 5а–в).

Активация микроглии сопровождалась также и
повышением продукции АФК и АФА. Так, показано
(Nagamoto-Combs et al., 2014), что стимуляция кле-
ток SIM-A9 ЛПС в дозе 2.5 нг/мл стимулирует про-
дукцию оксида азота, активирует индуцибельную
NO-синтазу и циклооксигеназу.

В настоящей работе мы исследовали способность
клеток SIM-A9 отвечать на активацию ЛПС увели-
чением образования АФК и АФА при использова-
нии красителей С400 (для анализа внутриклеточных
АФК), MitoSox (для анализа митохондриального су-
пероксид-аниона) и DAF-FM (для анализа оксида

Рис. 6. Уровень активных форм кислорода (а), митохондриального супероксиданиона (б) и оксида азота (в) в контрольных
клетках SIM-A9 (левая колонка) и обработанных 500 нг/мл ЛПС (правая колонка). Гистограммы получены с помощью проточ-
ной цитометрии после окрашивания клеток с флуоресцентными витальными красителями.
Горизонтальными линиями отмечены субпопуляции окрашенных на соответствующий маркер клеток, цифрами указано их
количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окрашенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных
экспериментов.
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азота) с помощью проточной цитофлуориметрии.
Полученные результаты представлены на рис. 6. По-
казано, что контрольные клетки характеризуются
спонтанной продукцией АФК и АФА (рис. 6а–в).
Активация клеток ЛПС приводила к увеличению об-
разования всех исследованных метаболитов. Высо-
кий уровень АФК и АФА, обнаруженный в кон-
трольных клетках, коррелирует с фенотипом клеток
SIM-A9, соответствующим активированной микро-
глии. При этом под воздействием ЛПС секреция
этих метаболитов возрастала, что свидетельствует о
дальнейшей функциональной активации клеток.

Генерация АФК и АФА происходит в норме в
процессе жизнедеятельности клеток. Они имеют
важное регуляторное значение: в зависимости от
концентрации могут индуцировать или ингибиро-
вать процессы дифференцировки клеток, например,
гемопоэтических и нейральных стволовых клеток, а
также участвовать в регуляции апоптоза, синтеза ци-
токинов и влиять на пролиферацию этих клеток или
индуцировать их гибель (Новиков и др., 2014). По-
этому можно полагать, что секреция АФК и АФА
клетками микроглии, возрастающая при активации
ЛПС, может оказывать воздействие на соседние
клетки, эффект от которого будет зависеть от кон-
центрации этих метаболитов.

Анализ экспрессии маркеров стволовых клеток и
прогениторных клеток в культуре SIM-A9. Для опре-
деления количества стволовых клеток (СК), присут-
ствующих в культуре SIM-A9, исследовали содержа-
ние CD133+-клеток. Трансмембранный гликопротеин
CD133 – широко используемый маркер для идентифи-
кации СК из нормальных и опухолевых тканей. Пока-
зано (Prater et al., 2021), что CD133+-клетки из смешан-
ной культуры коры головного мозга были способны
продуцировать пул CD45+/CD11b+-микроглии in vitro
и in vivo. При исследовании этого антигена в клетках
линии SIM-A9 обнаружено, что размер субпопуля-
ция клеток CD133+ составил 5.0 ± 1.1% (рис. 7а).

Присутствие клеток CD133+ в линии микроглии
мыши позволяет полагать, что это СК, из которых
образуются прогениторные активно пролиферирую-
щие клетки микроглии.

Маркером СК, клеток-предшественников раз-
личных типов, в том числе нейронов, астроцитов и
олигодендроцитов является нестин (Michalczyk
et al., 2005). При исследовании содержания нестин+-
клеток в культуре SIM-A9 показано, что 100% клеток
линии экспрессируют этот маркер (рис. 7б). Это поз-
воляет заключить, что культура клеток SIM-A9 пред-
ставлена в основном прогениторными клетками.

Рис. 7. Уровень CD133 (а), нестина (б), рецепторов CSF-1R (в) и EGFR (г) в клетках микроглии линии SIM-A9. Проточная
цитометрия после окрашивания клеток с использованием соответствующих антител, конъюгированных с флуоресцентной
меткой (PE, APC или FITC). Горизонтальными линиями отмечены субпопуляции окрашенных на соответствующий маркер
клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окрашенные клетки. Приведены дан-
ные одного из трех типичных экспериментов.
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Показано (Elmore et al., 2014; Huang et al., 2018),
что восстановление пула резидентной микроглии в
мозге мышей после ее истощения при действии ин-
гибитора рецептора CSF-1 (препарата PLX5622)
происходит в результате репопуляции и сопровож-
дается появлением нестин+-клеток микроглии. При
этом авторы убедительно доказали, что эти клетки
происходят из сохранившихся после действия инги-
битора клеток микроглии, а не из нестин+-нейраль-
ных СК, из которых образуются нейрональные клет-
ки, астроциты и олигодендроциты. Действительно,
нестин долгое время считался маркером только ней-
ральных СК, из которых в процессе дифференци-
ровки образуются нейроны, астроциты и олигоденд-
роциты (Bernal, Arranz, 2018).

В настоящее время нестин обнаружен в культурах
пролиферирующих СК разных типов и скорее явля-
ется маркером пролиферирующих прогениторных
клеток. Делящаяся микроглия мозга (Takamori et al.,
2009; Askew et al., 2017) и сетчатки (Wohl et al., 2011)
временно экспрессирует нестин во время репопуля-
ции и развития воспалительной реакции. Известно,
что фармакологические ингибиторы CSF-1R явля-
ются универсальным инструментом воздействия на
пролиферацию микроглии (Green et al., 2020); инги-
бирование CSF-1R может снижать пролиферацию
микроглии и модулировать ее фенотип при нейро-
воспалении, например, при прогрессирующем рас-
сеянном склерозе (Hagan et al., 2020).

Специфичность таких ингибиторов не абсолют-
на. Так, показано (Lei et al., 2020), что PLX5622, наи-
более эффективный из ингибиторов CSF-1R, влияет
не только на микроглию, но также приводит к долго-
временным изменениям в миелоидных и лимфоид-
ных компартментах костного мозга, селезенки и
крови в результате подавления пролиферации соот-
ветствующих клеток-предшественников, экспрес-
сирующих этот рецептор. Важно, что такие клеточ-
ные популяции, как правило, восстанавливаются
после удаления агента, ингибирующего CSF-1R: в
мозге репопуляция удаленной микроглии происхо-
дит в течение недели после прекращения действия
ингибитора благодаря пролиферации сохранивших-
ся клеток микроглии, которые экспрессируют не-
стин, а затем дифференцируются в микроглию, не
содержащую нестин.

Таким образом, в клетках линии SIM-A9 обнару-
жено присутствие 5% CD133+-СК и высокий уро-
вень экспрессии нестина во всех клетках. Это свиде-
тельствует о том, что несмотря на фенотип активи-
рованных клеток микроглии, культура клеток линии
SIM-A9 представлена низко дифференцированны-
ми прогениторными клетками микроглии.

Характеристика экспрессии рецепторов факторов
роста на клетках микроглии линии SIM-A9. Пролифе-
рация клеток микроглии может активироваться при
связывании соответствующих лигандов с рецепто-
ром фактора CSF-1 (CSF-1R), CD115 и с рецептором

фактора EGF (EGFR). Поэтому было проведено ис-
следование присутствия этих рецепторов на поверх-
ностной мембране клеток линии SIM-A9.

При анализе экспрессии CSF-1R в клетках линии
SIM-A9 мы обнаружили, что доля CSF-1R+-клеток
составляет 93.0 ± 2.4% популяции (рис. 7в).

Рецептор EGF вовлечен в регуляцию пролифера-
ции клеток многих типов. Кроме того, показана его
роль и в процессе активации и миграции первичной
микроглии мыши (Coniglio et al., 2012). Для опреде-
ления уровня экспрессии EGFR на поверхностной
мембране клеток микроглии SIM-A9 было проведе-
но окрашивание клеток антителами к этому антиге-
ну. В культуре обнаружено две субпопуляции кле-
ток: часть клеток не имела, или имела очень низкий
уровень этого антигена, а субпопуляция клеток
EGFR+ составляла 62.0 ± 3.1% (рис. 7г).

Ранее EGFR был обнаружен и в клетках микро-
глии мыши линии BV-2. Активация этих клеток мор-
фином приводила к пропорциональному дозе и вре-
мени увеличению уровня экспрессии CD11b, уровня
фосфорилирования EGFR и протеинкиназы
ERK1/2, миграции клеток и продукции цитокинов
IL-1β и TNFα; активация миграции и продукции
провоспалительных цитокинов ингибировалась при
блокировании сигнального пути EGFR под действи-
ем низкомолекулярного ингибитора этого рецепто-
ра AG1478 (Qu et al., 2012, 2015; Yang et al., 2021). Та-
ким образом, в настоящее время накапливаются
убедительные доказательства того, что ингибирова-
ние сигнального пути EGFR/ERK может представ-
лять новый способ подавления активации микро-
глии, и присутствие EGFR на клетках линии SIM-A9,
показанное в настоящей работе, позволяет исполь-
зовать эти клетки для исследования эффективности
таких ингибиторов.

Полученные нами результаты позволяют предпо-
ложить существование, помимо классического пути
стимуляции пролиферации клеток микроглии ли-
нии SIM-A9 через рецептор CSF-1R, и альтернатив-
ного механизма, связанного с активацией рецептора
EGFR.

Анализ кариотипа клеток линии SIM-A9. Исполь-
зованный в данной работе для анализа кариотипа
метод mFISH позволяет точно идентифицировать
каждую пару хромосом и воссоздать кариотип ли-
нии. На рис. 8а представлен нормальный кариотип
мыши линии С57Bl/6 (21, XY), полученный при ис-
следовании клеток костного мозга. Спонтанные
АХр отсутствуют.

Типичные кариограммы клеток линии SIM-A9
показаны на рис. 8б. При цитогенетическом анализе
клеток этой линии обнаружен сильно измененный
кариотип с большим числом транслокаций и других
перестроек хромосом, а также количественных ано-
малий. Обнаружен относительно стабильный гипотет-
раплоидный женский мышиный кариотип: число хро-
мосом на метафазу варьировало от 50 до 61, выявлено
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около 12 постоянных маркерных аномалий, таких
как слияние хромосом по центромере (рис. 8б, хро-
мосомы 1–5), транслокации (рис. 8б, хромосомы 6–7),
включая комплексную мультитранслокацию (рис. 8б,
см. цифру 6), возможно присутствие ацетрических
мелких фрагментов или очень сильно редуцирован-
ных хромосом (рис. 8б, хромосомы 8–9), и отдельно
лежащих центромер (рис. 8б, см. цифру 10). Число
копий хромосом варьировало от 2 до 5. Более того,
свыше 95% клеток имели неклональные структур-
ные АХр, такие как хромосомные и хроматидные
разрывы, транслокации и дицентрики (стрелки на
рис. 8б).

В связи с тем, что все клетки линии SIM-A9 име-
ют структурные и количественные аномалии (такие
как потеря и “лишние” копии хромосомы) и АХр,
мы констатируем высокую хромосомную нестабиль-
ность линии. Значительные спонтанные хромосомные
нарушения, выявленные в клетках линии SIM-A9,
сходны с таковыми большинства иммортализованных
клеточных линий и линий опухолевых клеток.

Итак, совокупность полученных результатов поз-
воляет сделать следующее заключение. В настоящей
работе впервые показано, что клетки линии SIM-А9
экспрессируют высокий уровень белка TSPO, мар-
керов CD68 и CD11b/CD45high на поверхностной
мембране клеток, что соответствует признакам ак-
тивированной микроглии. Несмотря на это, клетки
этой линии отвечают дополнительной активацией в
ответ на стимуляцию ЛПС, которая приводит к по-
вышению экспрессии генов провоспалительных ци-

токинов IL-1β, TNFα, IL-6 и образованию высокого
уровня АФК и АФА. Клетки линии SIM-A9 экспрес-
сируют маркеры стволовых и прогениторных клеток
CD133+ и нестин, что позволяет рассматривать клетки
этой линии как ранние низко дифференцированные
прогениторные клетки, несмотря на их фенотип, соот-
ветствующий активированной микроглии. Клетки ли-
нии SIM-A9 экспрессируют рецепторы двух факторов
роста CSF-1 и EGF – CSF-1R и EGFR, что свиде-
тельствует о возможности стимуляции пролифера-
ции клеток SIM-A9 по двум альтернативным меха-
низмам под действием соответствующих факторов.
Кариотип клеток SIM-A9 характеризуется хромосом-
ной нестабильностью, свойственной всем иммортали-
зованным и опухолевым линиям. Выявленные струк-
турные и количественные аномалии хромосом могут
определять фенотипические и функциональные осо-
бенности этой линии.

Таким образом, полученные данные позволяют
рассматривать линию SIM-A9 в качестве альтерна-
тивы первичной микроглии для исследования меха-
низмов развития нейродегенеративных заболеваний и
состояний, обусловленных развитием нейровоспале-
ния и изучения эффективности потенциальных тера-
певтических препаратов, способных регулировать про-
и противовоспалительную активность микроглии.
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Работа выполнена при поддержке НИЦ “Курчатов-
ский институт” и Объединенного института ядерных ис-
следований.

Рис. 8. Кариотип 21XY нормальных клеток костного мозга мыши линии С57Bl/6 (а) и типичная кариограмма клеток SIM
(б; в данном случае содержится всего 60 хромосом). б – Цифрами 1—10 отмечены маркерные хромосомы; 1, 2, 3, 4, 5 –
слияния по центромере двух хромосом номер 2, 6, 8, хромосом 8 и 17 и двух хромосом 18 соответственно; цифры 6 и 7 –
транслокации 19*–4–9 и 11*–X (* означает часть хромосомы, несущую центромеру); 8 и 9 – сильно укороченные хромосомы 1 и 4;
10 – отдельная центромера; стрелками показаны дополнительные спонтанные АХр: слияние по центромере хромосом 2 и 15
и укороченная Х-хромосома с ацентрическим фрагментом. На врезке внизу более детально представлены транслокации 6 и 7. 
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Microglia Cell Line SIM-A9 Features – New Data
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SIM-A9 is a line of spontaneously immortalized mouse microglia cells obtained from newborn C57BL/6 mice’s ce-
rebrum. The aim of this work is to characterize SIM-A9 line by the ratio of cells with the resting and activated mi-
croglia phenotype, to analyze the expression of stem/progenitor cell markers CD133 and nestin, growth factors re-
ceptors CSF-1R and EGFR, and the karyotype of this line. The light microscopy, immunocytochemistry, f low cy-
tometry and RT/PCR were used to analyze the morphology, phenotype, and gene expression levels of pro-
inflammatory cytokines, and the mFISH method was used to analyze the karyotype. It was shown for the first time
that SIM-A9 cells express a high level of TSPO protein, CD68, CD11b and CD45 markers on the surface membrane
of cells, which corresponds to the phenotype of activated microglia. Despite this, the cells of this line respond with
additional activation to LPS stimulation, which leads to an increase in the pro-inflammatory cytokine genes IL-1β,
TNFα, IL-6 expression and a high level of active oxygen and nitrogen metabolites formation. It was shown that
SIM-A9 cells express stem and progenitor cells markers, CD133+ and nestin, which allows us to consider the cells of
this line as early poorly differentiated progenitor cells, despite their phenotype corresponding to activated microglia.
It was also found that SIM-A9 cells express receptors of two growth factors CSF-1 and EGF, CSF-1R and EGFR,
which indicates the possibility of SIM-A9 cells proliferation stimulation by two alternative mechanisms under the
action of the corresponding factors. SIM-A9 cells have a hypotetraploid karyotype with a large number of structural
and quantitative chromosome anomalies.

Keywords: microglia, cell line SIM-A9, karyotype, stem cells, CSF-1 receptor, EGF receptor, gene expression, cy-
tokines


