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Аннотация. Целью исследования явилось изучение влияния фотопериода и 
мелатонина на макрофаги тимуса. 

Материал и методы исследования. В эксперименте использованы кры-
сы-самцы линии Wistar (n = 60) в возрасте 3 недель (к концу эксперимента —  
7 недель) с массой тела 150–160 г. Животные были разделены на шесть групп по 
10 крыс: первую и вторую группы содержали в условиях естественного фотопери-
ода, третью и четвертую — в условиях постоянного затемнения, пятую и шестую груп-
пы — в условиях постоянного освещения в течение 4 недель. Мелатонин получа-
ли животные второй, четвертой и шестой групп в форме препарата «Мелаксен» 



237ГИСТОГЕНЕЗ, РЕАКТИВНОСТЬ И РЕГЕНЕРАЦИЯ ТКАНЕЙ

ad libitum в концентрации 4 мг/л с питьевой водой в течение 4 недель. Данные о 
морфологической реакции макрофагов тимуса на изменение световых условий 
получали, сравнивая первую, вторую и третью группы. Данные о различиях в 
реакции макрофагов на поступление мелатонина в организм в разных световых 
условиях получали, сравнивая первую, вторую, третью и четвертую, пятую и ше-
стую группы. 

Основные результаты. Непрерывное затемнение (0/24) в течение 4 недель 
приводит к увеличению общего числа клеток макрофагального ряда (MHC II+ и 
CD68+) в корковом и мозговом веществе тимуса. Постоянное освещение (24/24) 
в течение 4 недель приводит к уменьшению общего числа макрофагов (Iba1, 
MHC II- и CD68-позитивных клеток) в дольках тимуса. При пероральном введе-
нии раствора мелатонина (4 мг/л) в течение 4 недель увеличивается число MHC 
II и CD68-позитивных клеток в корковом веществе долек тимуса, независимо от 
условий освещения.
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Abstract. The aim of our study was to study the effect of photoperiod and melatonin 
on thymus macrophages. 

Material and methods of research. The experiment used male rats of the Wistar line 
(n = 60) aged 3 weeks (by the end of the experiment — 7 weeks) with a body weight of 
150‒160 g. The animals were divided into six groups of 10 rats: the first and second groups 
were kept in conditions of natural photoperiod, the third and fourth ‒ in conditions of 
constant darkening, the fifth and sixth groups — under constant lighting conditions for  
4 weeks. Melatonin was received by animals of the second, fourth and sixth groups in the 
form of the drug «Melaxen» ad libitum at a concentration of 4 mg/l with drinking water 
for 4 weeks. Data on the morphological response of thymus macrophages to changes in 
light conditions were obtained by comparing the first, second and third groups. Data on 
the differences in the reaction of macrophages to the intake of melatonin into the body in 
different light conditions were obtained by comparing the first, second, third and fourth, 
fifth and sixth groups.

Main results. Continuous darkening (0/24) for 4 weeks leads to an increase in the 
total number of macrophage cells (MHC II+ and CD68+) in the cortical and cerebral 
substance of the thymus. Constant illumination (24/24) for 4 weeks leads to a decrease 
in the total number of macrophages (Iba1, MHC II- and CD68-positive cells) in the thy-
mus lobules. Oral administration of melatonin solution (4 mg / L) for 4 weeks increases 
the number of MHC II and CD68-positive cells in the cortical substance of the thymus 
lobes, regardless of lighting conditions.

Keywords: light mode, macrophages, melatonin.
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ВВЕДЕНИЕ
Цикл свет/темнота — это экологический фактор, который влияет на ста-

бильную работу иммунной системы, а вариации длины фотопериода оказы-
вают воздействие на морфологию и функционирование иммунных клеток [1]. 
Известно, что постоянное освещение приводит к иммунносупрессии, которая 
связана с угнетением макрофагов, опосредованным недостаточной выработ-
кой мелатонина [2‒4], по другим данным — удлинение светового периода ак-
тивизирует макрофаги [4]. Макрофаги иммунных органов выполняют важную 
роль в регуляции множества процессов поддержания тканевого и иммунного 
гомеостаза, в частности, созревание и миграция Т- и В-лимфоцитов, апоптоз, 
воспаление, клеточный и гуморальный иммунный ответ. И их супрессия может 
быть причиной развития опухолей, ранней инволюции органов, недостаточно-
го иммунного ответа или развития аутоиммунных заболеваний [5‒8]. Пробле-
ма участия иммунокомпетентных клеток в адаптации организма к изменению 
светового режима и безопасности применения мелатонина в разных условиях 
освещения до сих пор до конца не решена, что делает исследования в данной 
области особо актуальными. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В эксперименте использованы крысы-самцы линии Wistar (n = 60) в возрасте 

3 недель (к концу эксперимента — 7 недель) с массой тела 150–160 г. Животные 
были разделены на шесть групп по 10 крыс: первую и вторую группы содержали в 
условиях естественного фотопериода, третью и четвертую — в условиях постоян-
ного затемнения, пятую и шестую группы ‒ в условиях постоянного освещения 
в течение 4 недель. Мелатонин получали животные второй, четвертой и шестой 
групп в форме препарата «Мелаксен» ad libitum в концентрации 4 мг/л с питьевой 
водой в течение 4 недель. Данные о морфологической реакции тучных клеток 
и жировой ткани тимуса на изменение световых условий получали, сравнивая 
первую, вторую и третью группы. Данные о различиях в реакции макрофагов на 
поступление мелатонина в организм в разных световых условиях получали, срав-
нивая первую, вторую, третью и четвертую, пятую и шестую группы.

Мелатонин вводили перорально («Мелаксен» Unipharm, Inc., США) ad libitum 
в концентрации 4 мг/л с питьевой водой, в течение 4 недель, поскольку он легко 
проникает через кишечный и гематоэнцефалический барьеры, после экзогенно-
го введения присутствует в крови и мозге в высоких концентрациях [9]. 

Тимус у животных извлекали после действия диоксида углерода на 28-е 
сутки эксперимента во второй половине дня (15:00–17:00) и фиксировали в  
10%-ном формалине с последующей заливкой в парафин для общегистологи-
ческих и иммунологических методов исследования. Производили депарафини-
зацию препаратов в ксилоле и регидратацию в спиртах снижающейся концен-
трации с последующей промывкой в дистиллированной воде в течение 5 минут. 
Затем блокировали эндогенную пероксидазу в 3%-ном водном растворе перекиси 
водорода в течение 10 минут при комнатной температуре, после чего промывали 
в дистиллированной воде 4 минуты и переносили стекла в 0,01 М фосфатно-со-
левой буфер (рН = 7,4) на 7 минут. Инкубацию производили в 5%-ном растворе 
бычьего сывороточного альбумина, фракция V по Кону (Serva, Германия, Fluka, 
США) на фосфатно-солевом буфере — 10 минут при комнатной температуре. За-
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тем следовало удаление бычьего сывороточного альбумина без промывки, инку-
бация с первичными моноклональными антителами (клон 5-HT-H209, DAKO, 
Дания) в течение 30 минут, во влажной камере при 38 °C, с последующей про-
мывкой в фосфатно-солевом буфере — 7 минут. Инкубацию осуществляли со 
вторичными биотинилированными антителами из набора LSAB2 (Dako, Дания) 
с добавкой 1–2%-ной нормальной сыворотки крысы в течение 30 минут при ком-
натной температуре, затем осуществляли промывку в фосфатно-солевом буфере 
в течение 7 минут. Инкубация со стрептавидин-пероксидазой из набора LSAB2 
(Dako, Дания) длилась 15 минут при комнатной температуре. Производили про-
мывку в фосфатно-солевом буфере (5 минут), и в заключение — инкубацию с 
раствором 3,3-диаминобензидинтетрагидрохлорида («DAB+», Dako, Дания) под 
визуальным контролем (3 минуты), промывку в дистиллированной воде (5 ми-
нут) [10, 11]. 

Иммуноцитохимическую реакцию на макросиалин (интегральный гликопро-
теин I типа) использовали для выявления CD68-позитивных макрофагов (Dako, 
Дания, кроличьи моноклональные, 1:100). 

Иммуноцитохимическую реакцию на адаптерный белок, связывающий ио-
низированный кальций, использовали для выявления Iba1-позитивных макро-
фагов (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germany, кроличьи поликлональные, 
1:1000).

Иммуноцитохимическую реакцию на белки главного комплекса гистосовме-
стимости второго класса применяли для выявления антигенпрезентирующих ма-
крофагов (RT1Bu Serotec, Germany, моноклональные, крыса, OX-6, 1:4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
CD68 — это скавенджер-рецептор [12, 13], маркер клеток моноцитарно/ма-

крофагальной линии, лизосом-ассоциированный мембранный гликопротеин 
[14]. 

Нами выявлено, что CD68-позитивные клетки располагаются во всех морфо-
функциональных зонах дольки тимуса: в корковом и мозговом веществе, на гра-
нице коркового и мозгового вещества дольки. Исследуемые клетки в небольшом 
количестве выявляются во всех морфофункциональных зонах тимусной дольки. 
Схожие результаты были получены в работе Г. Ю. Стручко и соавт. (2015) при об-
работке срезов тимуса интактных крыс моноклональными антителами к маркеру 
CD68 [15].

Наибольшая плотность расположения CD68-позитивных клеток опреде-
лялась в корковом веществе дольки. Клетки, экспрессирующие маркер CD68, 
имеют полигональную форму, овальное ядро, незначительную зернистость в 
цитоплазме, причем гранулы имеют разное количество и размеры. В окружаю-
щих лимфоцитах ядро окрашивается в сине-голубой цвет, цитоплазма в них не 
выявляется. В ходе исследования в тимусе интактных животных были выделены 
четыре типа CD68-позитивных клеток:

I — слабоокрашенные клетки полигональной формы, содержащие небольшое 
количество гранул макросиалина, площадью 35–110 мкм2 (средней площадью 
61,2 ± 2,9 мкм2); II — интенсивно окрашенные клетки, содержащие много гра-
нул макросиалина, площадью 50–150 мкм2 (средней площадью 82,8 ± 4,5 мкм2);  
III — бледные отростчатые клетки, содержащие мало гранул макросиалина, пло-
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щадью 4,5–11 мкм2 (средней площадью 4,9 ± 0,9 мкм2); IV — крупные отростча-
тые CD68-позитивные клетки в мозговом веществе дольки.

В субкапсулярной зоне долек тимуса преимущественно встречаются клетки 
I типа (97%), в глубокой зоне коры — клетки I, II, III и IV типов (37, 20, 40 и 3% 
соответственно), а в кортико-медуллярной зоне (КМЗ) — клетки I типа (94%).  
В мозговом веществе дольки тимуса CD68-позитивные клетки тимуса не встре-
чаются.

В КМЗ также выявляются клетки правильной округло-овальной формы 
меньшего размера (средняя площадь 69 ± 2,3 мкм2). В тимусе интактных живот-
ных I тип клеток не выявляется или проявляет отрицательную реакцию к моно-
клональным антителам Hu CD68. II тип люминесцирующих клеток сопоставим 
с суданофильными и МАО-позитивными макрофагами КМЗ, имеющими грану-
лярную цитоплазму со средней площадью 73 ± 0,8 мкм2. 

Корреляционный анализ числа CD68-позитивных клеток разных морфоти-
пов в поле зрения показал сильную прямую связь между макрофагами и лим-
фоцитами в субкапсулярной зоне дольки тимуса интактных животных (r = 0,85;  
p ≤ 0,0001). Корреляционный анализ средних значений числа морфотипов 
CD68-позитивных клеток разных зон дольки тимуса также показал, что прямая 
полная корреляционная связь наблюдается между количеством макрофагов и об-
щим количеством лимфоцитов (r = 0,99; p ≤ 0,0001). Вероятно, CD68-позитив-
ные макрофаги и лимфоциты тимуса функционально взаимосвязаны.

Отсутствие фотопериода приводит к увеличению количества макрофагов на 
границе коркового и мозгового вещества долек в 2 раза (р = 0,007), в корковом 
и мозговом веществе долек достоверных изменений не наблюдается. В условиях 
постоянного освещения на границе коркового и мозгового вещества долек на-
блюдается снижение количества макрофагов в 2 раза (р = 0,0001), а в мозговом 
веществе выявляется увеличение количества клеток в 2 раза (р = 0,004). При есте-
ственном фотопериоде введение мелатонина в течение четырех недель вызывает 
увеличение количества CD68-позитивных клеток в корковом и мозговом веще-
стве тимусных долек (рис. 1, а, б).

Iba1 (адаптерный белок 1, связывающий ионизированный кальций) пред-
ставляет собой белок цитоскелета, специфичный только для макрофагов, где он 
действует как белок, сшивающий актин. Хотя его часто считают маркером акти-
вации, его участие в миграции клеток, фагоцитозе, функционировании плазмо-
леммы или ремоделировании макрофагов во время иммунологического ответа 
позволяет предположить, что Iba1 является не простым белком цитоскелета,  
а сигнальной молекулой, участвующей в специфических сигнальных путях 
[16]. 

В тимусе Iba1-позитивными являются отростчатые клетки, содержащие ин-
тенсивно окрашенные участки с зернистым содержимым. Встречаются единич-
но безотростчатые клетки полигональной формы. Эндотелий сосудов, тучные 
клетки, лимфоциты не проявляют Iba1-позитивность. Iba1-позитивные клетки 
встречаются как в корковом, так и в мозговом веществе дольки тимуса, но в ти-
мусе контрольных мышей преобладают в корковом веществе. Эти данные согла-
суются с функцией коркового и мозгового вещества долек: в корковом веществе 
активнее идут процессы пролиферации, дифференциации лимфоцитов, фагоци-
тоза гибнущих лимфоцитов [17].
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В условиях постоянного затемнения не наблюдается достоверных изменений 
количества Iba1-позитивных клеток, а в условиях постоянного освещения на-
блюдается снижение количества исследуемых клеток как в корковом (в 1,3 раза 
(p = 0,01)), так и в мозговом веществе (в 1,4 раза (p = 0,006)). Поступление ме-
латонина вызывает увеличение количества Iba1-позитивных клеток независимо 
от условий освещения. Световые условия влияют на величину количественного 
ответа Iba1-позитивных клеток на поступление мелатонина (рис. 1, в, г). 

В корковом веществе долек тимуса животных, содержавшихся в естествен-
ных световых условиях, количество Iba1-позитивных клеток увеличивается в  
2,5 раза, в условиях затемнения — в 2,3 раза, в условиях постоянного освеще-
ния — в 1,3 раза. В мозговом веществе долек тимуса животных, содержавшихся в 
естественных световых условиях, количество Iba1-позитивных клеток снижается 
в 1,8 раза, в условиях затемнения увеличивается в 2 раза, а в условиях постоянно-
го освещения увеличивается в 1,2 раза. 

Гликопротеины MHC класса II (HLA-DP, HLA-DQ и HLA-DR) экспресси-
рованы преимущественно на мембране антигенпрезентирующих дендритных 
клеток, активированных макрофагов, В-лимфоцитов [18].

В тимусе интактных животных MHC II-позитивные клетки встречаются в 
субкапсулярной области, где они имеют уплощенную форму, видимое ядро и хо-
рошо различимые гранулы белка MHC II. В корковом веществе долек и в кор-
тико-медуллярных зонах встречаются клетки полигональной формы, крупнее 
предыдущих. MHC II-позитивные клетки кортико-медуллярной зоны (в сред-
нем 13,93 ± 1,23 клеток в поле зрения) располагаются по всей ее протяженности 
плотно, в один-два ряда. Размер клеток в среднем равен 7,75 ± 0,29 мкм (пло-
щадь 85,30 ± 9,43 мкм2). Многие клетки имеют неправильно-полигональную от-
ростчатую форму, но среди них встречаются единичные клетки округлой формы.  
В центре антигенпредставляющих клеток (АПК) хорошо видны контуры окру-
глого ядра. В мозговом веществе долек выявляются более мелкие клетки с мел-
кими гранулами MHC II. В корковых (в среднем 5,43 ± 0,58 клеток в поле зре-
ния) и мозговых зонах (в среднем 1,85 ± 0,24 клеток в поле зрения) долек тимуса 
АПК располагаются диффузно, преобладая в корковом веществе (р < 0,01). Это 
объясняется тем, что стромальные эпителиальные клетки мозгового вещества 
долек являются MHC II-негативными [19]. Следовательно, в мозговом веществе 
тимусных долек MHC II-позитивными являются преимущественно макрофаги, 
а также небольшое число В-лимфоцитов. Эндотелиоциты, адипоциты, тучные 
клетки, являющиеся MHC II-позитивными в тимусе, мы не учитывали.

При введении мелатонина количество MHC II-позитивных клеток в корко-
вом веществе долек не претерпевает значительных изменений (рис. 1, д, е), а в 
мозговом веществе долек возрастает по сравнению с контрольными значения-
ми в 8,9 раза (р = 0,01). Вероятно, это связано с увеличением миграции MHC 
II-позитивных макрофагов и В-лимфоцитов из кровотока. В кортико-медулляр-
ной зоне MHC II-позитивные ДК и макрофаги не образуют «рамки», характер-
ные для долек тимуса интактных животных, так как их количество снижается до 
единичных клеток. Введение мелатонина животным, содержавшимся в темноте, 
приводит к увеличению количества активированных макрофагов как в мозговом 
(в 3,7 раза, р = 0,006), так и в корковом веществе (в 2 раза, р = 0,005) тимуса. 
Постоянное затемнение не оказывает значимого влияния на количество MHC 
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II-позитивных клеток. Содержание животных в течение четырех недель при по-
стоянном освещении приводит к снижению количества исследуемых клеток в 
корковом веществе долек (в 1,7 раза (р = 0,01)).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Непрерывное затемнение (0/24) в течение 4 недель приводит к увеличению 

общего числа клеток макрофагального ряда (MHC II+ и CD68+) в корковом и 
мозговом веществе тимуса. Постоянное освещение (24/24) в течение 4 недель 
приводит к уменьшению общего числа макрофагов (Iba1, MHC II- и CD68-пози-
тивных клеток) в дольках тимуса. При пероральном введении раствора мелатони-

Рис. 1. Количественная реакция макрофагов коркового (КВ) и мозгового вещества (МВ) 
долек тимуса площадью 1 мм2 под действием мелатонина в разных световых условиях: 
а — СD 68-позитивных клеток, в — Iba1-позитивных клеток; д — MHC II-позитивных 

клеток; б — СВ68-позитивные клетки коркового вещества долек тимуса контрольных мышей; 
г — Iba1-позитивные клетки коркового вещества долек тимуса контрольных мышей, 

е — MHC II-позитивные клетки коркового вещества долек тимуса контрольных мышей

а

в

д е

г

б
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на (4 мг/л) в течение 4 недель увеличивается число MHC II и CD68-позитивных 
клеток в корковом веществе долек тимуса, независимо от условий освещения.
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