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The role and morphological features of microglia (M1 and M2 microglia, “stellate”, “amoeboid”, giant, round-shaped, rod-shaped, 
dysfunctional, etc.) in vivo under physiological conditions and during the development of neurodegenerative diseases have been described. 
Various methods and techniques of microglia isolation from adult (density gradient isolation, use of “magnetic beads”, from mesenchymal 
bone marrow progenitor cells) and newborn (obtaining from a mixed glial culture, density gradient isolation) animals have been considered, 
including microglia isolation from the cerebral cortex or hippocampus. Various methods of cell cultivation have been shown, including 
obtaining two-dimensional and three-dimensional cell cultures (on scaffolds, hydrogels, nanofibers), co-cultures on slice cultures of the 
hippocampus, as well as changes in microglia during cultivation.
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Введение

Микроглия представляет собой основные резидент-
ные иммунные клетки и основные клетки нейроиммун-
ной системы головного мозга, участвующей в развитии, 
нормальном функционировании, старении и повре-
ждении клеток нервной системы [1]. Клетки микроглии 
были обнаружены еще в 1918 г. испанским нейробио-
логом P. Río Hortega, который разработал метод окра-
ски микроглии и описал отличия этих клеток от других 
клеток ЦНС [2]. Однако в течение длительного периода 
времени микроглиальные клетки не привлекали вни-
мания исследователей, пока группа G.W. Kreutzberg в 
1968 г. не описала процесс активации микроглии при 
поражении лицевого нерва [3]. Новые методы выде-
ления микроглии (например, с помощью градиента 
плотности или «магнитных бус») позволили провести 
сравнительный геномный, транскриптомный и проте-
омный анализ у взрослых организмов и в период эм-
брионального развития, а получение линии мышей с 
GFP-меченой микроглией дало возможность визуали-
зировать изменения ее клеток in vivo с помощью двух-
фотонной микроскопии [1], что способствовало пере-
смотру взглядов на функционирование микроглии.

Микроглия — клетки мезодермального происхожде-
ния (мезенхимальные и миелоидные), составляющие 
в зависимости от региона головного мозга от 5 до 12% 
клеток ЦНС [1, 4]. До недавнего времени маркерами 
микроглии являлись только антигены CD11b, CX3CR1, 
Iba1, F4/80. Благодаря РНК-секвенированию были вы-
явлены новые микроглия-специфические маркеры: 
S100A8, S100A9, HEXB, TMEM119, GPR34, P2RY12, 
Siglec-H, TREM2, OLFML3 [1].

Микроглиальные клетки происходят из пула при-
митивных макрофагов желточного мешка. Они заро-
ждаются в период эмбрионального развития: у заро-
дышей мышей — на 8,5-й день, у человека — на 13-й 
неделе беременности, при этом разветвленная микро-
глия — на 21-й неделе. Примерно на 8,5–9-й день в 
нейроэпителии впервые обнаруживаются «амебоид-
ные» клетки [3].

Выживание и поддержание пролиферации микро-
глии зависит от цитокинов (например, CSF1 и IL-34) 
и транскрипционных факторов (например, IRF8). Есть 
дискуссионные данные [1, 3] о том, что при дефици-
те микроглии у взрослых популяция этих клеток может 
пополняться мезенхимальными стволовыми клетка-
ми из костного мозга, особенно в условиях патологии. 
Сообщается также [3] о пролиферации и затем диф-
ференцировке в микроглию нестин-позитивных клеток 
головного мозга. Кроме того, возможно перепрограм-
мирование моноцитов в клетки, подобные микроглии 
(в зависимости от микроокружения моноцитов) [1, 3].

Клетки микроглии у человека весьма гетероген-
ны по морфологии, экспрессии рецепторов к ней-
ротрансмиттерам (ГАМК, дофамину, серотонину, 
гистамину, никотину, нейротензинам, галанину, эндоте-
лину, соматостатину, веществу Р, вазопрессину), TLR4-
сигнальной трансдукции, по высвобождению ма-
крофагального воспалительного белка (MIP-1α), по 
экспрессии CD80 и CD86. Кроме того, обнаружены 
различия микроглии, зависящие от возраста пациен-
тов и области головного мозга [3].

В настоящее время недооцененной терапевтиче-
ской стратегией при нейродегенерации является воз-
действие на функции клеток глии [5]. Многие авторы 
[6–10] рассматривают микроглию как «обоюдоострый 
клинок», проявляющий и нейропротективные, и ней-
родеструктивные свойства. Она играет роль в патоге-
незе различных заболеваний, а в некоторых случаях 
оказывает нейропротекторные эффекты. Микроглия 
также является перспективной мишенью для коррек-
ции нейродегенерации [6–8]. Например, в качестве 
терапевтической стратегии при заболеваниях ЦНС 
предложено воздействие на фагоцитирующую функ-
цию микроглии [9]. Показано, что перспективно бло-
кировать хемокиновый лиганд/рецептор-1 (CX3CL1/
CX3CR1) или его сигнальные пути для активации 
M2-фенотипа микроглии и снижения экспансии М1-
фенотипа микроглии. Это приводит к уменьшению 
неврологического дефицита при ишемии–реперфу-
зии, как показано на CX3CR1-нокаутных мышах [10]. 
Поэтому весьма актуально проводить выделение и 
культивирование микроглии с возможностью дальней-
шего воссоздания моделей заболеваний на животных 
с участием данных клеток.

Большая часть работ по изучению микроглиальных 
клеток проводится на грызунах, микроглия которых 
имеет более высокий пролиферативный потенциал in 
vitro в сравнении с микроглией человека. Кроме того, 
микроглии грызунов и человека различаются по вы-
работке медиаторов воспаления (например, фактор 
TGF-β1 важен для мышей, но не столь важен для мик-
роглии взрослого человека); по экспрессии рецепто-
ров (например, липополисахаридный рецептор TLR4 
сильно экспрессируется и вызывает активацию клеток 
микроглии у мышей, но он менее значим для микро-
глии человека в связи с наличием у последнего более 
высокого разнообразия генов, кодирующих иммуногло-
булин-подобные лектины (siglecs), которые связывают 
сиаловую кислоту); по генерации оксида азота (актив-
ность индуцибельной NO-синтазы, а следовательно, и 
выработки  оксида азота намного ниже у человеческой 
микроглии). Все это необходимо учитывать при экстра-
поляции на человека результатов, полученных при ис-
следовании микроглии грызунов [3].
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В настоящее время разработаны протоколы для ге-
нерации микроглии из эмбриональных стволовых кле-
ток мышей и индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток человека. Однако предлагаемые в них 
способы очень дорогостоящие и пока не до конца из-
вестно, насколько хорошо полученные таким образом 
клетки представляют свойства резидентной микроглии 
головного мозга [3, 11–13]. Поэтому, несмотря на по-
явление индуцированных плюрипотентных клеток че-
ловека и животных как потенциального инструмента 
для изучения микроглии, до сих пор самое важное 
значение имеют более простые протоколы выделения 
и культивирования клеток микроглии от грызунов.

В связи с этим цель настоящего исследования — 
обзор основных методов выделения и культивирова-
ния клеток микроглии у грызунов.

Основные функции микроглии.  
Виды микроглии

Микроглия менее распространена в головном моз-
ге, чем другие виды глии, однако она участвует в 
гомео стазе взрослого и развивающегося мозга, вы-
полняя ряд функций, из которых можно выделить три 
наиболее важные [1, 3, 14–16]:

«патрулирующую» — постоянный контроль изме-
нений «окружающей среды» (клетки микроглии непре-
рывно «сканируют» длинными разветвленными от-
ростками свое микроокружение — сенсом);

«обслуживающую» — обильно разветвленные клет-
ки, взаимодействующие с  нейронами и астроцитами, 
участвуют в синаптическом ремоделировании, гомео-
стазе миелина и очистке от поврежденных клеток и их 
фрагментов, обеспечивают нормальное функциониро-
вание нейронов;

«защитную» — «воинами» являются активирован-
ные клетки микроглии с более крупным телом и менее 
разветвленными отростками; они вызывают нейрово-
спаление и обусловливают ответ на резкие поврежда-
ющие агенты, реже — обеспечивают нейропротекцию 
в этих условиях.

В целом клетки микроглии обеспечивают [1, 3, 14–16]:
гомеостаз взрослого мозга — удаляют поврежден-

ные и/или зараженные клетки при воспалении, в том 
числе при асептическом и инфекционном процессах, 
а также при травмах и нейродегенеративных заболе-
ваниях; участвуют в метаболизме нейротрансмитте-
ров и поддержании гомеостаза внеклеточных ионов;

гомеостаз развивающегося мозга — выполняют 
функцию запрограммированного уничтожения нерв-
ных клеток в период эмбриогенеза;

высвобождение нейроактивных субстанций — эйко-
заноидов, цитокинов;

реализацию нейровоспалительного ответа — мас-
сивное высвобождение эйкозаноидов, цитокинов, хе-
мокинов, активных форм кислорода, азота и других 
медиаторов воспаления;

регуляцию нейрогенеза — являются структурной 
частью нейрогенной ниши, могут усиливать или бло-
кировать нейрогенез в зависимости от особенностей 
стимула и вида патологического процесса в ЦНС: на-
пример, «пронейрогенная» микроглия при апоптозе и/
или ишемии высвобождает IGF-1, TGF-β и усилива-
ет нейрогенез в зубчатой извилине гиппокампа и/или 
субвентрикулярной зоне, а нейровоспалительная ми-
кроглия при хронической нейродегенерации продуци-
рует IL-6, IL-1β и TNF-α и чаще всего ингибирует гип-
покампальный нейрогенез;

(ре)миелинизацию и демиелинизацию нейрональ-
ных аксонов.

В физиологических условиях в головном мозге на-
ходятся такие виды фагоцитов, как «покоящаяся» (ма-
лоактивная, М0-фенотип) микроглия, периваскулярные 
макрофаги, перициты, небольшое количество так на-
зываемых патрулирующих макрофагов. «Покоящаяся» 
микроглия характеризуется низкой экспрессией антиге-
нов на клеточной поверхности, минимальным высвобо-
ждением хемокинов и цитокинов. Она принимает учас-
тие в гомеостазе, исправлении поврежденных клеток, 
но не участвует в фагоцитозе [17]. В физиологических 
условиях обнаружено три основных морфотипа микро-
глии: «звездчатая» микроглия, «расширенные» клетки, 
«веретеновидные» микроглиоциты. При острой и хро-
нической нейродегенерации описаны новые морфоти-
пы, образование которых во многом зависит от сигна-
лов микроокружения (табл. 1) [18–26].

Т а б л и ц а  1
Морфологические типы микроглии in vivo в норме и при патологии [18–26]

Морфологические типы микроглии в физиологических условиях
«Звездчатая» микроглия — небольшие клетки с оваль-
ным или круглым ядром и небольшими ветвящимися 
отростками (большинство микроглиоцитов содержатся  
в интактном гиппокампе крыс)

«Расширенные» клетки, расположенные 
рядом с сосудами (небольшой процент)

«Веретеновидные» микроглиоциты 
(небольшой процент)
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Увеличение абсолютного количества и/или активно-
сти клеток микроглии в ответ на повреждение («реак-
тивный» микроглиоз) характеризуется усилением про-
лиферации, активации, «рекрутингом» (дальнейшим 
привлечением) микроглии, увеличением числа отрост-
ков и связей с другими клетками.

Ряд авторов выделяют два основных вида (ва-
рианта) поляризации микроглии при ее активации: 
М1 и М2 [27–34]. Установлено, что по морфологии 
и функциональным особенностям клетки М1- и М2-

микроглии существенно отличаются друг от друга и 
играют разную роль в норме и при различных забо-
леваниях ЦНС. Классический (провоспалительный, 
деструктивный) M1-фенотип (М1-вариант поляриза-
ции) вызывает сильный воспалительный ответ, от-
личается усиленным синтезом провоспалительных 
цитокинов, активных форм кислорода и азота, вы-
раженной антиген-презентирующей способностью. 
Основная функция М1-фенотипа — уничтожение 
любых повреждающих агентов, в том числе микро-

Морфологические типы микроглии при нейродегенерации (активированная, «реактивная» микроглия)*
«Амебоидные» клетки (типичные клетки, характерные  
для повреждения — М1, DAM, «плохая» микроглия) 
округ лой макрофагоподобной формы, без отростков  
или с небольшим количеством отростков; данные  
клетки характеризуются генерацией свободных радика-
лов и апо птозом,  а также максимальной провоспали-
тельной активностью

Микроглия неправильной формы с коротки-
ми отростками (М1, DAM, «плохая» микро-
глия) — чаще всего этот тип описывают как 
микроглию яйцеобразной формы

Гигантские микроглиоциты (гиперакти-
вированная микроглия) с большими, 
расширенными отростками (обна-
ружены в гиппо кампе при ишемии, 
высокая провоспалительная актива-
ция) — М2, «хорошая» микроглия

«Разветвленные» клетки (CD68-позитивные клетки; 
описаны при ишемии) — М2, «хорошая» микроглия

Микроглия с «кустоватой» морфологией — 
промежуточная активация, характеризуется 
«усеченными» отростками  
и увеличенными телами клеток

Шаровидная микроглия (CD11b-, 
CD68-, YM1- и CD206-позитивные 
клетки; описаны при ишемии)

«Веретеновидные»/биполярные клетки  
без боковых отростков (обнаружены в радиальном  
слое гиппокампа при ишемии) — промежуточные  
между М1 и М2 (хорошо пролиферируют, «выстраива-
ются» в очаге повреждения, экспрессируют различные 
маркеры M1/ M2)

«Веретенообразная» («стержневая»)  
микроглия — клетки «колбасовидной» 
формы с длинными тонкими отростками, 
контактирующими с нейронами; могут  
взаимодействовать друг с другом, форми-
руя «цепочки», окружающие нейроны; опи-
саны при хронической  нейродегенерации

«Дистрофическая» микроглия — 
клетки с прерывистым окрашиванием 
отростков (псевдофрагментированы); 
описаны при хронической нейродеге-
нерации (болезни Альцгеймера); в не-
которых случаях на концах отростков 
клеток могут наблюдаться расширения

П р и м е ч а н и я: часть рисунков выполнена с использованием готовых векторных объектов с сайта https://smart.
servier.com; * — активированная микроглия, в сравнении с покоящейся в целом имеет уменьшенное ветвление и уве-
личенное тело клетки.

Окончание табл. 1
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организмов и опухолевых клеток. Альтернативный 
(антивоспалительный, протективный, «защитный») 
M2-фенотип участвует в более «тонких» процес-
сах — очистке от клеточного детрита, активации ан-
гиогенеза, процессах ремоделирования тканей и их 
репарации, в синаптическом прунинге [27] и синапти-
ческом ремоделировании [28, 29]. М2-фенотип чаще 
оказывает антивоспалительный эффект за счет про-
дукции противовоспалительных цитокинов (IL-3, -4, 
-10), глюкокортикоидов, TGF-β. Однако эффекты при 
преобладании М2-фенотипа могут быть не только 
«полезными», но и «вредными»: способствовать, на-
пример, хронизации воспаления [30–34]. Существует 
несколько подтипов М2-варианта поляризации: M2a 
(для фагоцитоза и последующего восстановления 
тканей); M2b (для «рекрутинга» иммунорегулятор-
ных Т-лимфоцитов); M2c (с противовоспалительными 
свойствами) [8].

Другие авторы [35] выделяют такие виды ми-
кроглии, как «хорошая» (good) и «плохая» (bad). 
«Хорошая» (чаще всего речь идет о М2-варианте по-
ляризации) имеет разветвленное строение; обладает 
выраженным фагоцитозом; продуцирует IL-1β, IL-6, 
TNF-α, TGF-β, оксид азота, не приводя к развитию 
нейровоспаления; экспрессирует на своей поверхно-
сти антигены CD45, CX3CR1. «Плохая» микроглия, 
которую некоторые исследователи называют DAM — 
disease-associated microglia (микроглия, ассоцииро-
ванная с заболеванием), наоборот, образует мало 
отростков, чаще всего имеет яйцевидную форму, 
обладает низкой способностью к фагоцитозу, способ-
ствует развитию нейровоспаления, экспрессирует ан-
тигены Cx3cr1, CD40L, S100B, Cdk5/p25. Некоторые 
исследователи выделяют дисрегуляторную и «уродли-
вую» (ugly) микроглию [36, 37].

Общим механизмом патогенеза многих невроло-
гических заболеваний, включая нейродегенератив-
ные, является активация глии. Однако региональная 
специфичность ее активации связана с локализаци-
ей не только непосредственного приложения повре-
ждающего агента, но и его видов (экзогенный или 
эндогенный агент, патоген или повреждающий агент 
и т.д.), а также от особенностей их действия [38]. 
Активированная микроглия играет ключевую роль в 
патогенезе нейровоспаления, участвуя также в ней-
родегенерации (гибели нейронов), оказывает как 
деструктивный (повреждение собственных нейро-
нов различными цитотоксическими молекулами, что 
вызывает нейродегенерацию), так и протективный 
(такие же цитотоксические молекулы убивают пато-
гены, мутировавшие или инфицированные вирусами 
или другими микроорганизмами нейроны) эффекты 
на организм в зависимости от преобладания тех или 
иных хемокинов, цитокинов, ростовых/нейротрофи-
ческих факторов, нейрогенных транскрипционных 
факторов. Дальнейшую судьбу нейронов при пора-
жении нервной системы определяет баланс между 
этими механизмами [15, 38–40].

Так, активация микроглии при острой нейродегене-
рации, возникающей вследствие ишемии или травмы 
головного мозга, оказывает в основном деструктивный 
эффект за счет продукции активных форм кислоро-
да и азота, провоспалительных цитокинов, активации 
матриксных металлопротеиназ для деструкции меж-
клеточного матрикса [39, 41]. Однако эффекты микро-
глии зависят и от вида ишемии головного мозга. При 
глобальной ишемии у крыс отмечаются: выраженный 
провоспалительный ответ и активация М1-микроглии 
[40], индукция микроглиальных NLRP3-инфламмасом 
[42], как это наблюдается при многих других видах 
хронической нейродегенерации [43]; микроглиальный 
пироптоз и последующая воспалительная инфильтра-
ция [42]. При фокальной ишемии на ранних этапах 
повреждения активация М2-фенотипа действует как 
защитный механизм, а далее тоже в основном проис-
ходит активация М1-фенотипа микроглии [15]. Кроме 
того, микроглия М2-фенотипа фагоцитирует мигриру-
ющие нейтрофилы, убирает излишки токсинов и глу-
тамата, препятствует вторжению нейтрофилов в очаг 
повреждения (за счет TNF-α), способствует регенера-
ции тканей в пост-ишемической восстановительной 
фазе [17, 30, 39].

При классической хронической нейродегенерации, 
например при болезни Альцгеймера, происходят 
выраженный микроглиоз [44, 45], нарушение меха-
низмов клеточной детоксикации и обмена веществ, 
увеличение отложения β-амилоида, дисфункция ми-
тохондрий и, как следствие, энергодефицит и окис-
лительный стресс, нарушение гомеостаза кальция и 
индукция апоптоза [46, 47]. На ранних этапах болез-
ни Альцгеймера «хорошая» (М2) микроглия может 
оказывать нейропротективное действие [35]: напри-
мер, вызывая поглощение и деградацию β-амилоида 
до его накопления [17]. Активация же «плохой» (глав-
ным образом М1) микроглии может приводить к дис-
функции фагоцитоза [48], выраженной продукции 
нейротоксических хемокинов, цитокинов, активных 
форм кислорода и азота [17]. Данный вид микроглии 
за счет повреждения клеток может, напротив, спо-
собствовать накоплению β-амилоида. Также этому 
благоприятствуют инсулинорезистентность голов-
ного мозга, перенесенные ранее локальные или си-
стемные инфекции, вероятнее всего обусловливаю-
щие «истощение» фагоцитов, в том числе микроглии 
[18, 49]. Поэтому одной из потенциальных стратегий 
для профилактики или ранней терапии нейродегене-
рации у пожилых людей может быть коррекция сис-
темного воспаления и/или инсулинорезистентности 
[50]. Интересно, что предшествовать развитию бо-
лезни Альцгеймера могут и «возрастные» изменения 
микроглии: повышение количества/плотности микро-
глиальных клеток; снижение регуляции их распреде-
ления; транслокация в новые участки головного моз-
га; старческие изменения внутри них (накопление 
липофусцина и мутаций митохондриальной ДНК, уко-
рочение теломер, усиление депонирования железа), 

Современные технологии выделения и культивирования микроглии
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приводящие к патологической активации микроглии, 
окислительному стрессу, нарушению способности 
клеток к пролиферации. Возрастными изменения-
ми морфологии микроглиальных клеток являются 
перинуклеарная цитоплазматическая гипертрофия, 
дистрофия, утрата отростков; изменениями их функ-
ций — снижение скорости движения, миграции, инги-
бирование нейрогенеза [51]. Такие измененные клет-
ки называют дисфунк циональной (дисрегуляторной) 
микроглией [17].

Технологии и способы выделения микроглии

Человеческую микроглию можно получить тремя 
путями [3, 11, 13, 52]:

при удалении опухолевой ткани или резекции эпи-
лептогенного очага (однако, к примеру, в глиоме при-
сутствует много клеток моноцитарного происхожде-
ния, по сути это смесь клеток микроглии и проникших 
моноцитов; ткань из очага эпилепсии является ано-
мальной средой развития клеток);

из посмертной ткани головного мозга (однако воз-
можность выделения клеток из данной ткани регла-
ментируется внутренними правовыми нормами госу-
дарства, а сохранность клеток очень сильно зависит 

от причины смерти и продолжительности временнóго 
промежутка после нее);

из индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток.

Получить жизнеспособные и хорошо сохранные 
клетки микроглии можно напрямую из любого регио-
на головного мозга грызунов (чаще всего их выделя-
ют из коры головного мозга, гиппокампа, мозжечка, 
спинного мозга) [53–60] после умерщвления анесте-
зированных животных [61, 62] либо выделить кост-
номозговые клетки-предшественники и дифферен-
цировать их в культуре клеток в микроглию [63, 64] 
(табл. 2).

Достаточно трудоемким является способ получе-
ния первичной (смешанной) глиальной культуры, из 
которой потом выделяется микроглия путем центри-
фугирования на прерывистом градиенте плотности. 
При данной технологии используется несколько рас-
творов с различной плотностью, на границе некото-
рых из них формируется «облачко» клеток микроглии 
[54, 56, 57].

К современным и быстрым способам можно отне-
сти выделение микроглии с помощью магнитных на-
ночастиц или специализированных приборов (напри-
мер, проточного цитометра с функцией сортировки 

Т а б л и ц а  2
Основные методы выделения и/или культивирования микроглии от грызунов

От каких грызунов 
выделяли Метод Особенности выделенных клеток Сферы применения 

выделенных клеток
Новорожденные 
мыши P0–P2 
(неонатальная 
микроглия) [53]

Метод «истощения» микроглии (путем воздействия 
макрофагальным токсином — клодронатом) и по-
вторного заселения органотипических слайс-культур 
гиппокампа толщиной 375 мкм культурой микроглии. 
Методика достаточно трудоемка: приготовление 
срезов занимает около 3,5 ч; смешанных глиальных 
культур — 4 ч; выделение взрослой микроглии — 
3,5 ч; восполнение культуры — 30 мин

В слайс-культуре клетки имеют 
разветвленную морфологию, схожую 
с морфологией микроглии in vivo, 
образуют межклеточные контакты  
с другими типами клеток

Изучение микроглии, при-
ближенное к ситуации in 
vivo, оценка межклеточных 
взаимодействий

Мыши в возрасте  
8–16 нед (взрослая 
микроглия) [53]

Новорожденные 
мыши Р0–Р2 как 
дикого типа, так  
и генномодифици-
рованные (неона-
тальная микроглия) 
[53]

Получение первичной смешанной глиальной куль-
туры путем трипсинизации коры головного мозга; 
смешанная культура культивируется в течение  
2 нед с заменой 50% среды каждые 3–4 дня  
(через 2 нед микроглия должна быть поверх 
монослоя астроцитов); микроглию отделяют путем 
шейкирования (15 мин при частоте 120 rpm), в по-
лученном растворе с питательной средой находятся 
клетки микроглии. Через неделю таким же способом 
можно собрать новую партию микроглии, сбор воз-
можен в течение не более 4 нед с момента начала 
культивирования смешанной культуры

Клеточность обычно составляет 
4–8·105 живых клеток из 5–6 мышей

Последующее культивиро-
вание и сбор пролифери-
рующей микроглии  
в течение 2–4 нед

Крысята линии 
Wistar в возрасте 
Р3–Р5 (неонаталь-
ная микроглия) [54]

Выделение микроглии на градиенте Histodenz  
(«облачко» со смешанной культурой микроглии  
и астроцитов между слоями 20 и 10% Histodenz)

Гомогенная популяция однородных 
округлых «амебоидных» клеток с экс-
прессией Iba-1, CD68, CD11b/c, CD45 
и нестина, без экспрессии антигенов 
GFAP и NF200; из 1 особи получали 
не менее 1 млн. жизнеспособных 
клеток микроглии

Последующее культивиро-
вание и сбор пролифе-
рирующей микроглии 
клеточностью 2–2,5·105 
еженедельно в течение 
2–8 нед
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От каких грызунов 
выделяли Метод Особенности выделенных клеток Сферы применения 

выделенных клеток
Крысята линии 
Sprague Dawley  
в возрасте Р1 
(неонатальная 
микроглия) [55]

Выделение микроглии из коры головного мозга  
с получением смешанной глиальной культуры,  
из которой через 2 нед собирают микроглию  
и воссоздают 3D-модель в гидрогеле, проводя 
инкапсуляцию клеток в гидрогеле

Популяция клеток формирует  
не монослой, а трехмерную модель; 
клетки могут иметь разветвленную 
морфологию, схожую с морфологи-
ей микроглии in vivo, формировать 
межклеточные контакты с другими 
типами клеток

Последующее изучение 
межклеточных взаимодей-
ствий, формирование и 
изучение микроокружения 
нейрогенных ниш, воссо-
здание патологических 
процессов

Мыши в возрасте 
8–16 нед (взрослая 
микроглия) [53]

Выделение микроглии на градиенте перколла 
(нижний слой — 75% перколл — смешивают с гомо-
генатом, далее слой 25% перколла, а затем PBS): 
толстое и вязкое верхнее «облако» между слоями 
PBS и 50% перколлом содержало все остальные 
элементы ЦНС, кроме микроглии; нижнее «облачко» 
между слоями 75 и 25% перколла содержало клетки 
микроглии

Клеточность обычно составляет 
1–3·105 клеток из мозга одной взро-
слой мыши. Гомогенная популяция 
однородных округлых клеток  
с экс прессией Iba-1 без антигена  
для астроцитов GFAP, жизнеспособ-
ность выделенных клеток — более 
98%

Последующий анализ 
функциональной активно-
сти/экспрессии антигенов 
или культивирование

Самцы крыс 
Sprague Dawley  
в возрасте 2–3 мес 
(взрослая микро-
глия) [56]

Выделение микроглии на градиенте перколла 
(нижний слой — 70% перколл — смешивают с гомо-
генатом, далее слой 50% перколла, а затем PBS): 
верхнее «облако», толстое и вязкое, между слоями 
PBS и 50% перколлом, содержало все остальные 
элементы ЦНС, кроме микроглии; нижнее слабое 
«облачко» между слоями 70 и 50% перколла содер-
жало высокообогащенную микроглию, лишенную 
макрофагов ЦНС

Гомогенная популяция однородных 
округлых клеток с экспрессией Iba-1 
без антигена для астроцитов GFAP, 
жизнеспособность выделенных кле-
ток — более 98%

Последующий анализ 
функциональной активно-
сти/экспрессии антигенов 
или культивирование

Мыши в возрасте 
старше 8 нед 
(взрослая 
микроглия) [57]

Выделение микроглии на градиенте перколла (ниж-
ний слой — 70% перколл — смешивают с гомогена-
том, далее слои 37 и 30% перколла, а затем PBS): 
верхнее «облако» с миелином между слоями PBS 
и 30% перколлом; нижнее «облачко» между слоями 
70 и 37% перколла содержало клетки микроглии

Популяция однородных округлых кле-
ток с экспрессией CD68 с единичны-
ми астроцитами (экспрессия GFAP)

Последующий анализ 
функциональной активно-
сти/экспрессии антигенов 
или культивирование

Мыши в возрасте 
20–30 дней  
и старше (взрослая 
микроглия) [58–60]

После отделения миелина путем центрифугирова-
ния на градиенте перколла проводится выделение 
микроглии методом позитивной магнитной сепара-
ции с помощью «магнитных бус», соединенных  
с антителами против CD11b

Популяция гомогенных округлых 
клеток с экспрессией CD11b

Последующий анализ 
функциональной активно-
сти/экспрессии антигенов 
или культивирование;  
в некоторых случаях «маг-
нитные бусы», оставшиеся 
на поверхности клеток, 
могут мешать проведению 
исследования

Мыши C57BL/6  
в возрасте 2– 
3 мес (взрослая 
микроглия) [63, 64]

Выделение клеток микроглии при их диффе рен ци-
ровке из костномозговых предшественников

Дифференцированные клетки имеют 
разнообразную морфологию («амебо-
идные» и округлые, т.е. активирован-
ные; только у нескольких клеток были 
четко видны ветви, типичные для 
первичной покоящейся микроглии); 
чистота выделения — свыше 90%

Последующий анализ 
функциональной активно-
сти/экспрессии антигенов 
или культивирование

Окончание табл. 2

клеток). Наиболее доступными по стоимости наноча-
стицами являются «магнитные бусы» [1, 65, 66], од-
нако их использование в некоторых вариантах (осо-
бенно при негативном способе выделения клеток 
микроглии) требует довольно дорогостоящих расход-
ных материалов.

При любом способе выделения микроглии из голов-

ного мозга можно определить следующие этапы [54, 
56, 57, 67–69]:

1) транскардиальная прижизненная перфузия ане-
стезированного животного холодным (4°С) раствором 
PBS/DPBS с гепарином для удаления мононуклеар-
ных клеток крови с целью недопущения в дальнейшем 
контаминации микроглиальной культуры;
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2) декапитация животного, быстрое вскрытие че-
репной коробки на льду, извлечение головного мозга, 
помещение его в чашку Петри с раствором без сыво-
ротки (DMEM без сыворотки, раствор DPBS с глюко-
зой или другие бессывороточные растворы/среды);

3) извлечение необходимых структур головного 
мозга (коры полушарий, гиппокампа и т.д.) при удале-
нии других структур (например, обонятельнх луковиц, 
мозжечка, зрительного тракта, мозговых оболочек) в 
чашке Петри на льду;

4) измельчение извлеченных структур механиче-
ским (нарезка скальпелем кусочков размером 1 мм3 
и/или измельчение структур в специальных гомоге-
низаторах; тритурация/пипетирование через пипетку 
Пастера, дозаторы или шприцы с наконечниками/игла-
ми с меньшим диаметром и т.д.) и/или ферментатив-
ным (ферменты папаин, ДНК-аза, диспаза — в смеси 
или по отдельности) способами;

5) отмывка от ферментов, если они использовались, 
пропускание гомогената через нейлоновые или иные 
фильтры с размером пор 40–100 мкм (чтобы убрать не-
отделившиеся кусочки ткани); осаждение клеток путем 
центрифугирования (5–10 мин при 200–700 g);

6) специфический метод выделения клеток: в ходе 
использования «магнитных бус» для отделения клеток 
микроглии выполняют центрифугирование 30–45 мин 
при 4°С и 300–1200 g без резкого ускорения и тормо-
жения на градиенте плотности (перколл, Histodenz и 
т.п.) в физиологическом растворе;

7) 1–2-кратная отмывка собранных клеток (сбор 
осадка клеток микроглии, связанных с «бусами» и оса-
жденных на дно магнитного штатива при позитивном 
методе выделения клеток; сбор надосадочной жидко-
сти с микроглией при осаждении других типов клеток 
при негативном методе выделения клеток с помощью 
«магнитных бус»; сбор кольца выделенных клеток на 
градиенте плотности с помощью пипетки Пастера/до-
затора с тонким наконечником или спинальной иглы) в 
растворе буфера/среды с последующим центрифугиро-
ванием клеток и добавлением на заключительном эта-
пе необходимого объема буфера/питательной среды;

8) посев клеток на питательную среду с последу-
ющим культивированием или использование клеток 
микроглии для дальнейших исследований (если выде-
ление клеток микроглии не предполагает их последу-
ющего культивирования).

Довольно трудно выделить микроглию из материа-
ла, полученного от взрослой особи. Большинство ис-
следований выполнено на неонатальной микроглии, 
так как выход взрослых клеток микроглии является 
низким. В микроглию способны дифференцироваться 
моноциты крови и фибробластоподобные клетки кост-
ного мозга (дифференцировку провоцируют цитокины, 
гипоксия и иммунные клетки). Трансплантированные в 
головной мозг мезенхимальные стволовые клетки, ко-
торые получены из костного мозга, приводят к умень-
шению амилоидных бляшек — вероятнее всего, это 
происходит благодаря активации резидентной микро-

глии до амебоидного и фагоцитирующего состояния. 
Кроме того, мезенхимальные стволовые клетки ока-
зывают положительное влияние на нейродегенерацию 
путем регуляции микроокружения и самих клеток, в 
частности микроглии [63, 64, 70].

Мезенхимальные стромальные клетки костного 
мозга (BMCs, BM-MSCs) представляют собой популя-
цию клеток, которая формирует скелетные мышцы и 
кроветворную строму in vivo и обладает остеогенным 
потенциалом. BM-MSCs отвечают строгим критериям 
стволовых клеток in vivo: размножаются как неадгезив-
ные мезенсферы, а не как адгезированные культиви-
руемые клетки.

Технология выделения клеток микроглии при их 
дифференцировке из костномозговых предшественни-
ков BMCs включает следующие этапы [63, 64, 70–82].

1. Выделение костей бедра/голени от эвтаназиро-
ванных животных, вскрытие костей и их центрифуги-
рование (при ≥10 000 g в течение 15 с) во вложенных 
друг в друга микроцентрифужных пробирках объемом 
0,5 мл с отверстием и 1,5 мл — без отверстия для по-
лучения костного мозга; ресуспендирование выделен-
ного костного мозга в растворе (например, PBS, в пи-
тательной среде, буфере FACS).

2. При клеточности 107 — культивирование клеток 
костного мозга в течение 24 ч в чашке Петри в среде 
DMEM с низким содержанием глюкозы с 10% FCS, 
10–8 M дексаметазона и 100 ед./мл пенициллина и 
стрептомицина.

3. Смывание неадгезированных клеток через 24 ч и 
их перенос в новую чашку Петри. 24-часовой период 
адгезии повторяется 4 раза для получения неадгези-
рованных NA-BMC-клеток.

4. Ресуспендирование неадгезированных клеток 
1-го дня (классический протокол посева для получе-
ния макрофагов или микроглии) и NA-BMCs 4-го дня 
в остеогенной (DMEM, 10% FCS, 10–8 М дексаметазон, 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты) или в кондициониро-
ванной среде: астроцит-кондиционированную среду 
как источник M-CSF получают путем роста первичной 
культуры астроцитов в течение 24 ч; можно также ис-
пользовать 20% (по объему) фибробласт-кондициони-
рованную среду, эндотелиоцит-кондиционированную 
среду или кондиционированную среду из интактного 
либо травмированного спинного мозга крысы; мож-
но вносить готовый M-CSF в концентрации 10 нг/мл. 
Среда заменяется каждые 3 дня, клетки анализируют-
ся на 10-й день роста.

В одном из вариантов протокола выделения клеток 
микроглии при их дифференцировке из костномозго-
вых предшественников было показано, что микроглия 
дифференцируется на 3-и и 6-е сутки культивирова-
ния, а макрофаги — на 3-и и 4-е сутки [82].

Технологии культивирования микроглии

Среди технологий культивирования клеток микро-
глии (см. табл. 2) можно выделить 2D- (в специальных 
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пластиковых планшетах/чашках Петри, флаконах со 
специальным покрытием — коллагеном, ламинином, 
полилизином и другими — или без него) и 3D- (в ма-
тригеле или на скаффолдах) культивирование, а так-
же культивирование микроглии на гиппокампальных 
слайс-культурах [53, 54].

Среда для культивирования микроглии обычно 
включает DMEM/F12 или DMEM в качестве осно-
вы; обогащена 10% фетальной бычьей сывороткой и 
L-глутамином; содержит пенициллин-стрептомицин 
или другие антибиотики для исключения контамина-
ции среды микроорганизмами. Также для обогащения, 
выбора направления дифференцировки и получения 
осажденной культуры клеток (иначе бóльшая часть 
клеток продолжает находиться суспензионно и не ад-
гезируется к поверхности пластика) в среду для куль-
тивирования может добавляться один из ростовых/
дифференцировочных факторов (например, митоге-
нами для микроглии являются мультипотенциальный 
CSF/multiCSF и гранулоцитарный/макрофагальный 
CSF/G/M-CSF, поэтому гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор G-CSF может использовать-
ся для стимуляции пролиферации и биологической 
активности амебоидной микроглии) или раствор ли-
пополисахарида/интерферона и других реактивов 
для поляризации микроглии в нужный фенотип. Так, 
превращение микроглии в М1-фенотип обычно про-
исходит под действием липополисахарида, IL-1β или 
TNF-α. При этом могут определяться такие маркеры 
М1-микроглии, как iNOS, COX-2 и IL-6, и отмечаться 
потеря маркеров M2a. На макрофагах можно наблю-
дать молекулы CD38, Gpr18 и Fpr2, которые являют-
ся маркерами М1-поляризации, а также маркеры Egr2 
и с-Myc — как «эксклюзивные» для M2-фенотипа. 
Маркеры M2b-иммуномодулирующей микроглии — 
IL-1RA, SOCS3 (M2b-поляризация происходит при 
действии IL-10). Маркерами M2a-репарации и реге-
нерации можно считать аргиназу-1, CD206 и потерю 
маркеров M1- и M2b-микроглии (M2a-поляризация 
происходит при действии IL-4) [54, 57–60, 83–85].

Для длительного (6–8 нед) культивирования и про-
лиферации микроглии необходимо использование ро-
стовых/дифференцировочных факторов (например, 
G-CSF), проведение 2 раза в неделю неполной смены 
среды (обычно заменяется 1/3–1/2 среды на свежую), 
а также ко-культивирование с астроцитами [54, 57]. 
Еженедельный выход клеток с одного флакона T75 
может составлять 2,0–2,5·105; после 8 нед культивиро-
вания пролиферация микроглии практически прекра-
щается, необходим пересев клеточной культуры или 
сбор и замораживание клеток на будущее, если это 
необходимо.

Гидрогелевые культуры нервных клеток, например 
с использованием матригеля, были созданы, чтобы 
преодолеть проблемы, связанные с двухмерными 
культурами клеток: формирование только монослоя 
клеток; отличие морфологии таких клеток от мор-
фологии клеток in vivo; плохая репрезентативность 

моделей поражения ЦНС, особенно когда речь идет 
о формировании биологических барьеров, в том чи-
сле гематоэнцефалического. Гидрогелевые культуры 
имеют широкий спектр применения, включая фарма-
кологические исследования; изучение управления 
процессами дифференцировки нервных клеток; ис-
пользование для понимания этиопатогенеза заболе-
вания; совместное культивирование с другими типами 
клеток (модели нейрогенных ниш); применение для 
моделирования процесса миграции клеток, нейропро-
текции/нейродегенерации или для моделирования 
тканевого микроокружения. 3D-технологии позволяют 
формировать гидрогели разных размеров и форм. Эти 
культуры можно легко анализировать с помощью ши-
роко используемых методов исследования, таких как 
флуоресцентная и конфокальная микроскопия [55]. 
3D-культивирование, в отличие от 2D-, имеет ряд пре-
имуществ [86]:

клетки обладают более естественной формой;
они могут быстрее или медленнее пролифериро-

вать в зависимости от необходимых условий;
3D-модели содержат клетки на различных стадиях 

клеточного цикла, включают пролиферирующие, поко-
ящиеся клетки, клетки в состоянии гипоксии, апоптоза 
и/или некроза;

3D-модели отображают различную скорость проник-
новения питательных веществ или лекарственных пре-
паратов к клеткам, в том числе могут имитировать ре-
зистентность к действию лекарственных препаратов, 
что ближе к ситуации in vivo и актуально при изучении 
потенциального действия лекарственного препарата;

такие модели демонстрируют профили генной и 
белковой экспрессии, аналогичные клеткам in vivo.

Таким образом, практически для всех типов клеток 
3D-модели in vitro больше похожи на модели in vivo, 
чем 2D-модели и, следовательно, биологически также 
более значимы [75]. В связи с этим в последние годы 
увеличивается использование скаффолдов («карка-
сов», имитирующих межклеточный матрикс), различ-
ных «твердых платформ», агрегатов, микро- и нано-
волокон для культивирования клеток в трехмерном 
микроокружении [86, 87].

В отличие от астроцитов, для которых проте-
стировано довольно много различных вариантов 
3D-культивирования (культивирование в коллагеновом 
гидрогеле, в гидрогелевых матрицах с коллагеном или 
нановолокнами, на скаффолдах из различных нано-
волокон и т.д.) [87–102], для микроглии исследованы 
только модели, выращенные в гидрогеле наподобие 
матригеля, в пептидном гидрогеле PuraMatrix, на гра-
феновых скаффолдах и на коллагеновых матрицах 
[103–105].

Изменение микроглии  
в процессе культивирования

При выделении микроглии грызунов можно полу-
чить клетки двух основных морфологических типов:
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«амебоидная» микроглия перинатального перио-
да, характерная также для новорожденных животных, 
численность которой у крыс и мышей начинает резко 
уменьшаться примерно со второй недели жизни, и по-
степенно она заменяется «ветвистой»;

«ветвистая» — покоящаяся «взрослая» микроглия, 
численность которой возрастает со второй недели 
жизни [19–21, 54].

При получении микроглии из головного мозга клет-
ки чаще всего исходно имеют «амебоидную» морфо-
логию (округлую форму и диаметр 8–10 мкм с сильно 
вакуолизированной цитоплазмой). Первые 1–2 сут (по 
другим данным — 3–4 сут) культивирования их боль-
шая часть взвешена суспензионно и хорошо осажда-
ется на 2–5-е сутки культивирования в пластиковой 
лабораторной посуде. Единичные выделенные астро-
циты образуют монослой на поверхности пластика, 
поверх них располагаются сначала единичные клетки 
микроглии, формирующие затем островки, из которых 
периодически идет отделение клеток в среду в виде 
суспензионной культуры. Наиболее активное отделе-
ние микроглии происходит главным образом со 2-й по 
6-ю недели культивирования клеток, при этом отде-
лившиеся клетки также имеют «амебоидную» морфо-
логию, а адгезированные клетки на 5–6-й день культи-
вирования начинают образовывать по 1–2 отростка; 
изредка встречаются клетки «ветвистой» морфологии 
[22–26, 54].

В 3D-культурах клетки микроглии равномернее рас-
пределены по ширине геля, имеют преимущественно 
разветвленную морфологию с длинными и разнона-
правленными ветвями в различных проекциях и мень-
шее по площади цитоплазмы тело клетки, в отличие 
от двухмерных культур. За счет этого они более при-
ближены к покоящейся микроглии in vivo [106].

Заключение
Микроглия — это полифункциональные мезодер-

мальные клетки нервной системы, среди которых мож-
но выделить два самых важных морфофенотипа — 
М1 («плохая», DAM) и М2 («хорошая») микроглия. 
Микроглиальные клетки участвуют в поддержании го-
меостаза развивающегося и взрослого мозга в физио-
логических условиях, а также в развитии острой и хро-
нической нейродегенерации. Из рассмотренных нами 
технологий наиболее простыми и менее трудоемкими 
являются выделение микроглии на градиенте плотно-
сти и/или с помощью «магнитных бус» (хотя клеточ-
ность при этих способах не всегда высокая) и культи-
вирование в трехмерном микроокружении культуры с 
использованием гидрогелей, скаффолдов, агрегатов 
и волокон. Выкрашенные таким образом микроглиаль-
ные клетки приближены к микроглии in vivo по морфо-
типу, экспрессии антигенов и степени активации.
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