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БП	–	белая пульпа
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	 	 тяжении митотического цикла, кроме G0-периода
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Было изучено действие мелатонина на пролиферацию (Ki-67+) и апоптоз (Сaspasa-3+) клеток селезенки мышей, 
содержавшихся в условиях естественного фотопериода и в условиях отсутствия фотопериода (при постоянном за-
темнении). Исследование показало, что процессы апоптоза и пролиферации являются фотозависимыми: стимуля-
ция пролиферации и апоптоза лимфоцитов мелатонином возможна при естественном фотопериоде. Введение ме-
латонина при отсутствии фотопериода, напротив, снижает апоптоз и пролиферацию лимфоцитов и клеток стромы 
селезенки как в красной, так и в белой пульпе, что является проявлением адаптогенного действия мелатонина.
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The effect of melatonin on the proliferation (Ki-67+) and apoptosis (Сaspasa-3+) of spleen cells of mice kept experimen-
tally under natural photoperiod conditions and in the absence of photoperiod (with constant darkening) was studied. Our 
studies have shown that the processes of apoptosis and proliferation are photo dependent: stimulation of proliferation and 
apoptosis of lymphocytes by melatonin is possible with a natural photoperiod. The introduction of melatonin in the absence 
of a photoperiod, on the contrary, reduces apoptosis and proliferation of lymphocytes and cells of the spleen stroma both in 
the red and in the white pulp, which is a manifestation of the adaptogenic effect of melatonin.
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Биологические процессы идут с разной степе-
нью интенсивности днем и ночью, при этом 
свет является важнейшим синхронизирую-

щим и адаптирующим внутреннее время «биоло-
гических часов» с внешними воздействиями фак-
тором [1]. Основным посредником этих процессов 
в организме считается гормон мелатонин [2].

Ритмичность синтеза мелатонина шишковидной 
железой объясняет его хронобиологическое дей-
ствие на организм, включая эндокринные и неэндо-
кринные ритмы. Другие функции мелатонина, вклю-
чая его антиоксидантные и противовоспалительные 

свойства, его геномное действие и его способность 
модулировать митохондриальный гомеостаз связаны 
с окислительно-восстановительным статусом клеток 
и тканей [3, 4]. 

Нарушение циркадных ритмов влияет на разви-
тие опухолей: мужчины, трудящиеся в ночные смены, 
чаще остальных становятся подвержены риску раз-
вития рака предстательной железы [5, 6], женщины – 
рака молочной железы [7, 8], что может быть связано 
с изменениями в специфическом звене антибластом-
ной резистентности, поскольку показаны отличия в 
воздействии мелатонина на показатели клеточного 
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иммунитета при нормальном и непрерывном освеще-
нии [9–11]. Известно, что мелатонин подавляет Fas-
опосредованную активацию каспазы-3 в лимфоцитах 
[12, 13] и стимулирует их возвращение в митотиче-
ский цикл. Однако в изученной нами литературе мало 
исследований, посвященных влиянию сдвига фото-
периода в темновую часть на иммунные органы.

Цель исследования  – изучить влияние экзоген-
ного мелатонина на пролиферацию и апоптоз клеток 
cелезёнки мышей, содержавшихся в разных условиях 
освещения. 

Материал и методы. Работа выполнена на нели-
нейных лабораторных мышах (n=60) в возрасте трех 
недель и массой 8–9 г. Животные были разделены на 
4 группы по 20 особей (табл.), содержащихся в разных 
условиях освещения с питьевым режимом, в состав 
которого входил (4 мг/л) либо не входил мелатонин.

Таблица 
Условия проведения эксперимента

Показатель

Естественные 	
условия освещения

Условия 
затемнения

Группы экспериментальных мышей
I II III IV

Длительность, 
сутки

28 28 28 28 

Количество 
животных

20 20 20 20

Продолжитель-
ность светового 
дня, ч

8−9 8−9 – –

Освещенность 
утром, лк

50−150 50−150

0−0,5 0−0,5 

Освещенность 
пасмурным 
днем, лк

до 500 до 500

Освещенность 
ясным днем, лк

до 1000 до 1000

Освещенность 
вечером, лк

100−200 100−200

Концентрация 
мелатонина 	
в воде, мг/л

0 4 0 4

Селезенка у животных извлекалась после удушаю-
щего действия диоксида углерода на 28-е сутки экс-
перимента во второй половине дня (15:00–17:00) и 
фиксировалась в 10 % формалине с последующей за-
ливкой в парафин для общегистологических и иммуно-
логических методов исследования. Для демаскировки 
антигенов: предметные стекла помещали в емкость с 
буферными растворами pH 6,0 или pH 9,0 (ЭДТА) на 
20–25 минут при температуре 95 °С. Емкости со сте-
клами охлаждали в течение 20 минут до комнатной 
температуры, промывали дистиллированной водой в 
2 смены по 5 минут. Срезы обрабатывали 3 % раство-
ром перекиси водорода в течение 30 минут, промыва-
ли дистиллированной водой – 2 смены по 5 минут. 

Для выявления клеток, находящихся в фазе ис-
полнения апоптоза, срезы толщиной до 5 мкм под-
вергали иммуногистохимическому окрашиванию по 
стандартной методике с моноклональными антитела-
ми к каспазе-3 («Novocastra», разведение 1:100). Для 
иммуногистохимического выявления ядерного белка 
пролиферирующих клеток использовали непрямой 
метод связывания моноклональных антител мышей с 
антигеном Ki-67 (NCL-Ki67-MM1, 1:200, Novocastra). 
Для визуализации продуктов иммунной реакции ис-
пользовали стрептавидин-биотиновый пероксидаз-

ный метод («Dako», LSAB+Kit,HRP, Дания), в качестве 
красящего соединения применяли раствор диами-
нобензидина («Dako», Liguid DAB+, Дания), докраска 
ядер осуществлялось гематоксилином. Подсчет кле-
ток был произведен с использованием программы 
SigmaScan Pro5 (США) и микроскопа Carl Zeiss Axio 
Scope A1 (Германия) при увеличении 400. Выводы о 
содержании вещества в клетках делались путем изме-
рения его оптической плотности в 100 клетках по каж-
дому животному с помощью программы SigmaScan 
Pro5. Статистическая обработка производилась с ис-
пользованием программы Statisticа 17 (США). 

Результаты и обсуждение. Установлено, что Кi-
67-позитивные клетки  – активно пролиферирующие 
клетки, в селезёнке контрольных животных I группы 
располагаются в красной и белой пульпе. В лимфоид-
ных узелках селезёнки эти клетки встречаются единич-
но. В КП процессы пролиферации идут активнее, что 
характеризует миелопоэз у мышевидных грызунов. 

В условиях естественного фотопериода мелато-
нин увеличивает количество митотически делящихся 
(Ki-67-позитивных) клеток в КП в 5,2 раза (II группа) 
(p≤0,001) (рис. 1). Затемнение в течение 4 недель так-
же увеличивает интенсивность пролиферации клеток 
стромы КП в 3,6 раза (III группа) (p≤0,0001). Вероятно, 
во II группе наблюдается синергизм действия экзоген-
ного и эндогенного мелатонина (вырабатываемого в 
ночное время) [2, 4], поэтому пролиферирующих кле-
ток больше в 1,5 раза, чем в III группе. Вместе с тем 
мелатонин, введенный животным, находившимся в 
условиях отсутствия фотопериода в течение 4 недель 
(IV  группа), снижает количество пролиферирующих 
клеток в 8,4 раза по отношению к данным, полученным 
во II группе (p≤0,005).  
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Рис. 1. Влияние фотопериода и мелатонина  
на Ki-67-позитивные и каспаза-3-позитивные клетки 

красной (А) и белой (Б) пульпы селезенки мышей 
разных экспериментальных групп: I – группа в условиях 

естественного фотопериода; II – группа в условиях 
естественного фотопериода с введением мелатонина;  

III – группа в условиях затемнения; IV – группа  
в условиях затемнения с введением мелатонина
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В БП селезенки наблюдается аналогичная тенден-
ция: количество Ki-67-позитивных клеток увеличива-
ется в ответ на 4-недельное содержание в темноте (в 
2,7 раза) (p≤0,001), в ответ на ежедневное введение 
мелатонина в условиях естественного фотопериода 
(в 5,2 раза) (p≤0,001) и снижается в ответ на ежеднев-
ное введение мелатонина животным, содержавшим-
ся в темноте (в 6 раз) (p≤0,001).

В результате проведенных исследований было 
установлено, что индексы пролиферативной активно-
сти как в КП (65±8,3 %), так и в БП (45±5,6 %; p≤0,001) 
селезенки мышей, содержавшихся в естественных 
условиях освещения, достаточно высоки, что объяс-
няется активными процессами миелопоэза и лимфо-
поэза в селезенке мышей. В условиях отсутствия фо-
топериода индекс пролиферативной активности не 
претерпевает значимых изменений в КП (63±6,7 %; 
p≤0,0001), но резко снижается в БП (8±3 %; p≤0,0001).

Мелатонин, вводимый в естественных условиях 
освещения, приводит к увеличению индекса проли-
феративной активности в КП (76±11 %; p≤0,001), а 
при отсутствии фотопериода пролиферация мела-
тонином снижается и в КП, и в БП (59±8 %; p≤0,001, 
5±1,5 %; p≤0,001 соответственно).

Иммуноцитохимическая реакция на caspase-3
(L-18) проведена для выявления цитоплазматическо-
го белка, играющего важную роль в дифференциров-
ке тканей, регенерации и развитии нервной системы. 
Каспаза-3 наиболее часто активируется при апопто-
зе, что позволяет использовать этот фермент как ин-
дикатор запрограммированной клеточной гибели. 

В селезенке контрольных животных каспаза-3-
позитивные клетки встречаются единично, однако 
отсутствие фотопериода вызывает увеличение ко-
личества этих клеток в 8 раз (p≤0,001). Мелатонин, 
введенный в таких условиях, оказал протективное 
действие, снизив количество исследуемых клеток 
в 2 раза, в то время как его добавление в условиях 
естественной смены дня и ночи привело к увеличе-
нию количества каспаза-3-позитивных клеток в 5 раз 
(p≤0,0001) (рис. 2). 

Наиболее существенные изменения наблюдались 
в БП селезенки, где введение мелатонина в условиях 

естественного фотопериода приводит к увеличению 
количества каспаза-3-позитивных клеток в 25 раз 
(p≤0,005). Введение мелатонина в отсутствие фото-
периода не приводит к значимым изменениям коли-
чества каспаза-3-позитивных клеток, что коррелиру-
ет со снижением количества Ki-67-позитивных клеток 
(рис. 2). 

Исходя из того, что мелатонин подавляет Fas-
опосредованную активацию каспазы-3 в лимфоцитах 
[12, 13] и стимулирует их возвращение в митотиче-
ский цикл, мы предполагали получить обратные кор-
реляционные связи между количеством каспаза-3- и 
Ki-67-позитивных клеток в экспериментальных груп-
пах животных, получавших мелатонин. Однако нами 
выявлены сильные прямые корреляционные связи 
между количеством каспаза-3- и Ki-67-позитивных 
клеток селезенки во II и IV экспериментальных груп-
пах. Это можно объяснить созависимостью про-
цессов апоптоза и пролиферации. Установлено, что 
апоптотические клетки в определенных условиях 
могут продуцировать и секретировать митогенные 
сигналы, а усиление скученности клеток на единицу 
площади индуцирует апоптотическую гибель клеток 
[14, 15]. 

Во II и III экспериментальных группах животных 
определено увеличение количества Ki-67-позитивных 
клеток по сравнению с I контрольной группой. Если 
активация пролиферации лимфоцитов и стромаль-
ных клеток во II экспериментальной группе объясня-
ется влиянием экзогенного и эндогенного мелатони-
нов, то аналогичная стимуляция, наблюдаемая в III 
группе, объясняется более длительным действием 
эндогенного мелатонина [2, 4]. Литературные данные 
об ингибирующем действии световой депривации на 
канцерогенез [16], вероятно, объясняются усилен-
ным синтезом мелатонина и соотносятся с данными 
о способности мелатонина подавлять клеточную про-
лиферацию [17]. 

Неожиданные результаты мы получили в IV экс-
периментальной группе, где животные содержались 
в темноте и получали мелатонин: активность про-
цессов пролиферации снижалась как в красной, так 
и в БП. Параллельно мы наблюдали снижение интен-

сивности апоптоза в лимфоидных узелках 
и строме селезенки путем снижения экс-
прессии каспазы-3. Известно, что мела-
тонин модулирует пролиферацию посред-
ством активации апоптоза и вовлечения 
важнейших, включая каспазазависимых, 
 регуляторов клеточного цикла [13]. В на-
шем эксперименте темновые условия в 
течение 4 недель приводят к усилению 
экспрессии каспаза-3, но экзогенный ме-
латонин, введенный в темновых условиях, 
подавляет экспрессию каспазы-3, вероят-
но, посредством стимуляции экспрессии 
рецепторов мелатонина и/или механиз-
мов без их вовлечения [18, 19]. 

Заключение. Исследования показали, 
что процессы апоптоза и пролиферации 
являются фотозависимыми – стимуляция 
пролиферации и апоптоза лимфоцитов 
мелатонином возможна при естествен-
ном фотопериоде. Введение мелатонина 
при отсутствии фотопериода, напротив, 
снижает апоптоз и пролиферацию лим-
фоцитов и клеток стромы селезенки как в 
красной, так и в белой пульпе, что являет-
ся проявлением адаптогенного действия 
мелатонина.

Рис. 2. Влияние экзогенного мелатонина на Ki-67- и каспаза-3-
позитивные клетки КП (а) и БП (б) селезенки мышей разных 

экспериментальных групп (I – IV). Ув. ×400
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Информированное согласие. При проведении 
экспериментов соблюдались требования, сформу-
лированные в Директивах Совета Европейского Со-
общества (89/609/ЕЕС) об использовании животных 
для экспериментальных исследований, при наличии 

положительного заключения этического комитета 
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет 
им. И. Н. Ульянова» от 01.03.2013.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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