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Аннотация. Проведено исследование влияния экзогенного и эндогенного мелатонина на GFAP- 
и S100-позитивные клетки слизистой толстой кишки крыс, содержавшихся в разных условиях освещения. 
Цель исследования – изучить влияние мелатонина на структурно-функциональные особенности гли-
альных клеток толстой кишки в норме и при экспериментальном десинхронозе. Материал и методы. 
Исследование проведено на лабораторных крысах-самцах линии Wistar (n=72) двухмесячного возраста 
массой 180–200 г, разделенных на 6 групп по 12 крыс в каждой. I группу составляли животные, содер-
жавшиеся в естественных световых условиях; II группу – крысы, находившиеся в естественных световых 
условиях, получавшие синтетический мелатонин («Мелаксен» Unipharm, Inc., США) ad libitum в концен-
трации 4 мг/л с питьевой водой; III группу – особи, находившиеся в условиях постоянного затемнения; 
IV группу – животные, находившиеся в условиях постоянного затемнения, получавшие мелатонин; 
V группа насчитывала животных, содержавшихся в условиях постоянного освещения; VI группа включала 
особей, находившихся в условиях постоянного освещения и получавших мелатонин. Идентификацию аст-
роцитов проводили с помощью непрямого иммуногистохимического метода с использоваием поликло-
нальных антител к глиальному фибриллярному кислому белку (Dako, Germany 750 µg/ml) и белку S-100 
(Spring Bio Science USA 1:300). Подсчет клеток был произведен с использованием микроскопа «Carl Zeiss 
Axio Scope A1» при увеличении 400 и программы «SigmaScan Pro 5». Статистическая обработка произво-
дилась с использованием программ «MS Excel» и «Statisticа 17». Результаты. Количество GFAP позитив-
ных клеток уменьшалось в группах III и V. Условия II и VI приводили к уменьшению количества глиоци-
тов. В группе IV введение мелатонина способствовало увеличению количества исследуемых клеток. Досто-
верное увеличение оптической плотности GFAP в глиоцитах толстой кишки наблюдалось только при со-
держании крыс в условиях постоянного освещения. Количество S-100 позитивных клеток уменьшалось в 
группах III и II. Условия V и IV приводили к увеличению численности S-100 позитивных клеток. Оптиче-
ская плотность S-100 не зависит от фотопериода. Заключение. S-100В и GFAP позитивные глиальные 
клетки толстой кишки реагируют как на изменение фотопериода, так и на введение экзогенного мелато-
нина. В частности, в условиях постоянного затемнения количество GFAP и S-100B позитивных клеток 
уменьшается. полученные данные могут быть использованы при разработке новых терапевтических под-
ходов к лечению заболеваний кишечника. 
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Abstract. The effect of exogenous and endogenous melatonin on GFAP and S-100 positive cells of the co-
lon mucosa of rats kept under different lighting conditions was studied. The aim was to estimate the effect of 
melatonin on the structural and functional characteristics of colon glial cells in normal conditions and in experi-
mental desynchronosis. Material and methods. The study was conducted on laboratory male Wistar rats 
(n=72), 2-months old, weighing 180–200 g, divided into 6 groups 12 rats in each. Group I consisted of animals 
treated in natural light conditions; Group II – rats treated in natural light conditions, receiving synthetic mela-
tonin  (Melaxen,  Unipharm,  Inc.,  USA)  ad  libitum  at  a  concentration  of  4 mg/l  with  drinking water; Group  
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III – animals treated in constant darkness; Group IV – animals treated in constant darkness and received mela-
tonin; Group V consisted of animals treated under constant lighting conditions; Group VI included rats treated in 
constant lighting conditions and received melatonin. Astrocytes were identified using an indirect immunohisto-
chemical method using polyclonal antibodies to glial fibrillary acidic protein (Dako, Germany 750 µg/ml) and 
protein S-100 (Spring Bio Science USA 1:300). Cells were counted using a Carl Zeiss Axio Scope A1 microscope at 
400 magnification and SigmaScan Pro 5 software. Statistical processing was carried out using the MS Excel and 
Statistica 17 programs. Results. The number of GFAP positive cells decreased in groups III and V. Conditions II 
and VI resulted in a decrease in the number of gliocytes. In group IV, the administration of melatonin led to an 
increase in the number of studied cells. A significant increase in the optical density of GFAP in colon gliocytes 
was observed only when rats were treated under constant lighting conditions. The number of S-100 positive cells 
decreased in groups III and II. Conditions V and IV led to an increase in the number of S-100 positive cells. The 
optical density of S-100 does not depend on photoperiod. Conclusion. S-100B and GFAP positive glial cells of 
the colon respond both to changes in photoperiod and to the administration of exogenous melatonin. In particu-
lar, under constant dark conditions, the number of GFAP and S-100B positive cells decreases. The obtained data 
can be used in the elaboration of new therapeutic approaches to the treatment of intestinal diseases. 
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Введение 
 

Современный мир характеризуется ус-
коренным ритмом и соответствующей дина-
микой происходящих процессов. Статистика 
свидетельствует о нарастающих проблемах, 
связанных с пребыванием в ночное время в 
условиях искусственного освещения [1, 4]. 
Существует ряд профессий, при которых на-
рушение режима сна, и как следствие, сниже-
ние секреции мелатонина неизбежно. Низкая 
секреция мелатонина способствует наруше-
нию функций желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) [3, 5, 7], что может проявляться ки-
шечной коликой, синдромом раздраженного 
кишечника, гастритом, язвенной болезнью. 
Известно, что применение мелатонина при 
перечисленных заболеваниях [8, 11, 12, 13, 15, 
17, 18, 19] способствует ингибированию мак-
рофагов и уменьшению выработки воспали-
тельных медиаторов, что предотвращает об-
разование язв слизистой ЖКТ и повреждение 
толстой кишки [10]. 

Мы предполагаем, что одним из факто-
ров, объясняющих эффекты мелатонина при 
заболеваниях ЖКТ, является его воздействие 
на нервный аппарат толстой кишки, в частно-
сти, на астроглию. 

В связи с этим целью нашего исследо-
вания явилось изучение влияния мелатонина 
на структурно-функциональные особенности 
глиальных клеток толстой кишки в норме и 
при экспериментальном десинхронозе. 
 

Материал и методы исследования 
 

В эксперименте использовались аут-
бредные лабораторные крысы-самцы линии 
Wistar (n=72) в возрасте 8 нед., массой  
170–180 г. Животные были разделены на 
шесть групп по 12 крыс (табл. 1): I и II группы 
содержали в условиях естественного фотопе-
риода, III и IV группы – в условиях постоян-

ного затемнения, V и VI группы – в условиях 
постоянного освещения в течение 4 нед. 

Данные о морфологической реакции 
глиальных клеток толстой кишки на измене-
ние световых условий получали, сравнивая 
I, III и V группы. Данные о различиях в реак-
ции глиальных клеток толстой кишки на по-
ступление мелатонина в организм в разных 
световых условиях получали, сравнивая I и II, 
III и IV, V и VI группы. 

Мелатонин («Мелаксен» Unipharm, Inc., 
США) вводили животным II, IV и VI групп пе-
рорально в течение 4 недель ad libitum в кон-
центрации 4 мг/л с питьевой водой, которая 
находилась в свободном доступе в поилке. По-
скольку мелатонин легко проникает через 
кишечный и гематоэнцефалический барьер, 
после экзогенного введения он обнаруживает-
ся в крови и мозге в высоких концентрациях 
[5]. Количество выпитой крысами жидкости 
регистрировалось ежедневно. Было установ-
лено, что ежесуточно крысы выпивали в сред-
нем 10,97±0,43 мл (M±m) раствора. Подсчи-
тано, что суточная доза мелатонина составля-
ла ≈0,044 мг/особь (≈0,24 мг/кг). К концу экс-
перимента возраст животных составлял 3 ме-
сяца. Их масса в I группе находилась в преде-
лах 210–223 г, во II группе – 203–217 г, в 
III группе– 215–224 г, в IV группе – 205–220 г, 
в V группе – 223–243 г, в VI группе – 205–227 
г. Экспериментальные исследования осущест-
вляли в соответствии с протоколом, утвер-
жденным этическим комитетом ФГОУ ВПО 
«Чувашский государственный университет 
им. И.Н. Ульянова» от 01.03.2013 г. 

Участок ободочной кишки у животных 
извлекали после удушающего действия диок-
сида углерода на 28-е сут эксперимента во 
второй половине дня (15:00–17:00) и фикси-
ровали в 10% растворе забуференного форма-
лина с последующей заливкой в парафин для 
общегистологических и иммуногистохимиче-
ских методов исследования. 
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Таблица 1 / Table 1 
Условия проведения эксперимента 

Сonditions of the experiment 
 

Естественные условия 
освещения 

Постоянное  
затемнение 

Постоянное 
освещение 

Экспериментальные группы Условия эксперимента 

I II III IV V VI 
Длительность, сут 28 28 28 28 28 28 
Фотопериод, ч 9:15 9:15 0:24 0:24 24:0 24:0 
Количество животных 12 12 12 12 12 12 
Продолжительность светового 
дня, ч 

8–9 8–9 – – 24 24 

Освещенность утром, лк 50–150 50–150 
Освещенность пасмурным днем, 
лк 

до 500 до 500 

Освещенность ясным днем, лк до 1000 до 1000 
Освещенность вечером, лк 100–200 100–200 

0–0,5 1400 

Температура , ° С 21±2 21±2 21±2 21±2 21±2 21± 2 
Физиологическая доза 
мелатонина для крысы без учета 
15% биодоступности (мг) 

– 0,013 – 0,013 – 0,013 

Доза мелатонина для крысы с 
учетом 15% биодоступности (мг) 

– 0,09 – 0,09 – 0,09 

Концентрация мелатонина в 
воде, мг/л 

– 4 – 4 – 4 

 
Антитела к GFAP (клон SPM507, Spring 

Bioscience, США, в разведении 1:100) исполь-
зовали для выявления астроцитов в нервной 
ткани. 

Препараты обрабатывались одновре-
менно по следующему алгоритму: после депа-
рафинизации и регидратации препаратов 
проводили блокирование эндогенной перок-
сидазы в 3% водном растворе перекиси водо-
рода, затем переносили стекла в 0,01 М фос-
фатно-солевой буфер (pH 7,4) на 5 мин, далее 
проводили инкубацию с первичными антите-
лами к GFAP и со вторичными антикроличь-
ими или антимышиными антителами соот-
ветственно, конъюгированными с полимером 
и пероксидазой хрена («EnVision+», Dako, Да-
ния), далее проводили инкубацию с раство-
ром 3,3-диаминобензидинтетрагидрохлорида 
(«DAB+», Dako, Дания), на завершающем эта-
пе препараты подкрашивали гематоксилином 
Джилла. 

Белок S-100 относится к семейству 
кальций-связывающих белков, основная мас-
са которых (до 85–90% от общего содержания 
в нервной ткани) сосредоточена в астроцитах; 
10–15% – экспрессируется в нейронах, мини-
мальное их количество определяется в олиго-
дендроцитах [2]. 

Протокол окраски отработан для поли-
клональных кроличьих антител к S-100 
(Z0311, Dako, Дания) без применения методов 
демаскирования антигена. После депарафи-
низации и регидратации препаратов прово-
дили блокирование эндогенной пероксидазы 
в 3% водном растворе перекиси водорода, 
стекла переносили в 0,01 М фосфатно-солевой 
буфер (pH 7,4) и инкубировали сначала с пер-
вичными антителами к S100 (разведение 
1:600), затем – со вторичными антителами из 

набора Sensitive Polymer–HRP Detection Kit 
HRP/Dab (Bio Genex, США); после – с раство-
ром 3.3-диаминобензидинтетрагидрохлорида 
(«DAB+», Dako, Дания). 

Подсчет клеток проводили с использо-
ванием программы SigmaScan Pro5 (США) и 
микроскопа Carl Zeiss Axio Scope A1 при уве-
личении 400 в поле зрения площадью 15055 
мкм2. Содержание вещества оценивалось пу-
тем измерения его оптической плотности в 
100 клетках для каждого животного. Для ис-
ключения неточности в подсчетах оптической 
плотности срезы окрашивались одномомент-
но, использовались стекла Heinz Herenz (Гер-
мания) размером 26×76×1 мм. 

Описательная статистическая обработка 
проводилась с использованием программы 
Statisticа 12 (США), также использовалась 
программа Microsoft Excel 2016 (США). Для 
проверки равенства медиан нескольких выбо-
рок рассчитывался критерий Краскела–
Уоллиса, значимыми считались результаты 
при p<0,05. Данные по экспрессии белков-
маркеров и количеству клеток по каждой 
группе животных усредняли и вычисляли 
стандартную ошибку и стандартное отклоне-
ние. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

GFAP-позитивные клетки обнаружива-
лись в собственной пластинке слизистой обо-
лочки толстой кишки. Исследование количе-
ства GFAP-позитивных клеток слизистой обо-
лочки показало, что отсутствие фотопериода 
(0/24) приводило к уменьшению количества 
глии в толстой кишке крыс в 1,96 раза 
(p=0,0027). В условиях постоянного освеще-
ния наблюдалось уменьшение численности 
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Рис. 1. Влияние экзогенного мелатонина на количество (А) и оптическую плотность (Б) GFAP пози-
тивных клеток толстой кишки крыс разных экспериментальных групп: I – условия естественного 
фотопериода; II – условия естественного фотопериода с введением мелатонина; III – условия затем-
нения; IV – условия затемнения с введением мелатонина; V – условия постоянного освещения;  
VI – условия постоянного освещения с введением мелатонина. 
Fig. 1. The effect of exogenous melatonin on the number (A) and optical density (Б) of GFAP positive cells in the 
colon of rats from different experimental groups: I – conditions of natural photoperiod; II – conditions of natu-
ral photoperiod with the introduction of melatonin; III – darkening conditions; IV – darkening conditions with 
the introduction of melatonin; V – constant lighting conditions; VI – conditions of constant lighting with the 
introduction of melatonin. 
 
клеток в 1,5 раза (p=0,046) (рис. 1 А). При вве-
дении мелатонина в условиях постоянного 
освещения наблюдалось увеличение оптиче-
ской плотности GFAP в 1,24 раза (p=0,0496) 
(рис. 1 Б, рис. 2). 

S-100 позитивные клетки определяются 
в собственной пластинке слизистой, а так же в 
эпителии. Известно, что S-100 является не-
специфическим биомаркером астроцитов в 
нервной ткани и в собственной пластинке 
слизистой толстой кишки выявляет их анало-
ги [6]. В эпителии кишки S-100 позитивные 
клетки имеют базальное расположение, ок-
руглую или треугольную форму и, вероятно, 
являются клетками диффузной эндокринной 
системы, так как белок S-100 встречается в 
нейроэндокринных опухолях кишечника [16]. 
В дальнейшем мы будем рассматривать толь-
ко клетки собственной пластинки слизистой 
оболочки. 

Отсутствие фотопериода приводило к 
снижению численности S-100 позитивных 
клеток в 2 раза (p=0,01) (рис. 3 А). Введение 
мелатонина при естественном освещении спо-
собствовало уменьшению количества S-100 
позитивных клеток в 1,68 раза (p=0,0029). 
Введение мелатонина в условиях затемнения 
приводило к увеличению численности S-100 
позитивных клеток в 2,1 раза (p=0,0007) и 
приближало данный показатель к контроль-
ным значениям. 

Оптическая плотность S-100 проявляла 
зависимость от фотопериода. В условиях по-
стоянного затемнения наблюдалось снижение 
оптической плотности кальций-
связывающего белка в 1,4 раза (p=0,0377), а 
при постоянном освещении – в 1,39 раза 
(p=0,0094). При введении мелатонина как в 
условиях затемнения, так и в условиях осве-
щения наблюдалось возрастание исследуемых 

показателей в 1,23 раза (p=0,0377) и в 
1,24 раза (p=0,0056) соответственно (рис. 3 Б). 

Астроциты являются лабильной груп-
пой глиальных клеток, количество которых 
изменяется в зависимости от внешних или 
внутренних факторов организма. В нашем 
эксперименте внешними факторами являются 
фотопериод и экзогенный мелатонин. Коли-
чество GFAP позитивных астроцитов как в 
отсутствии света, так и при постоянном осве-
щении уменьшалось, что, вероятно, способст-
вовало увеличению проницаемости барьера 
кишки. 

Исследование оптической плотности 
GFAP в астроцитах показало, что достоверное 
увеличение экспрессии GFAP наблюдалось 
при постоянном освещении (24/24). 

Существуют данные о том, что длитель-
ное отсутствие мелатонина и воздействие по-
стоянного света приводят к устойчивому про-
воспалительному состоянию в толстой кишке 
[14], которое вызывают активированные аст-
роциты, вероятно, продуцируя провоспали-
тельные цитокины, в частности IL-1, IL-6, 
TNF-α [9]. В нашем эксперименте мы не на-
блюдали астроглиоза, однако увеличение экс-
прессии GFAP может свидетельствовать об 
активации астроцитов. 

Темновые условия (0/24) способствова-
ли уменьшению количества S-100 позитивных 
клеток, а постоянное освещение приводило к 
увеличению их численности. Исследование 
оптической плотности показало, что измене-
ния фотопериода (0/24 и 24/24) не влияли на 
экспрессию S-100В, но введение мелатонина, 
независимо от фотопериода приводило к уси-
лению экспрессии S-100В. Исходя из того, что 
количество S-100В позитивных клеток в каж-
дой экспериментальной группе превышало 
количество GFAP позитивных клеток и 
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Рис. 2. GFAP позитивные клетки слизистой толстой кишки в разных экспериментальных группах:  
А – условия естественного фотопериода; Б – условия естественного фотопериода с введением мела-
тонина; В – условия затемнения; Г – условия затемнения с введением мелатонина; Д – условия по-
стоянного освещения; Е – условия постоянного освещения с введением мелатонина. Обозначения:  
1 – крипта, 2 – собственная пластинка слизистой оболочки, 3 – мышечная пластинка слизистой обо-
лочки, 4 – GFAP позитивные клетки. Иммуногистохимическая реакция на GFAP с докраской по Нисслю. 
Ув. 400. 
Fig. 2. GFAP positive cells of the colon mucosa in different experimental groups: A – conditions of natural pho-
toperiod; B – conditions of natural photoperiod with the introduction of melatonin; B – darkening conditions;  
D – darkening conditions with the introduction of melatonin; D – constant lighting conditions; E – conditions of 
constant lighting with the introduction of melatonin. Designations: 1 – crypt, 2 – lamina propria of the mucous 
membrane, 3 – muscular lamina of the mucous membrane, 4 – GFAP positive cells. Immunohistochemical reac-
tion for GFAP with Nissl counterstaining. Magn. 400. 
 
наблюдалось противоположная реакция  
S-100В позитивных клеток на изменение све-
тового режима, мы можем предположить, что 
снижение количества исследуемых клеток в 
условиях затемнения обусловлено реакцией 
GFAP позитивных глиоцитов на увеличение 

концентрации плазменного мелатонина. На-
ми было отмечено, что при постоянном за-
темнении уменьшение численности S-100B 
позитивных клеток сопровождалось снижени-
ем оптической плотности белка S-100. При 
постоянном освещении наблюдалось 
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Рис. 3. Влияние экзогенного мелатонина на количество (А) и оптическую плотность (Б) S-100 пози-
тивных клеток толстой кишки крыс разных экспериментальных групп: I – условия естественного 
фотопериода; II – условия естественного фотопериода с введением мелатонина; III – условия затем-
нения; IV – условия затемнения с введением мелатонина; V – условия постоянного освещения; VI – ус-
ловия постоянного освещения с введением мелатонина. 
Fig. 3. The effect of exogenous melatonin on the number (A) and optical density (B) of S-100 positive cells in the 
colon of rats from different experimental groups: I – conditions of natural photoperiod; II – conditions of natu-
ral photoperiod with the introduction of melatonin; III – darkening conditions; IV – darkening conditions with 
the introduction of melatonin; V – constant lighting conditions; VI – conditions of constant lighting with the 
introduction of melatonin. 
 

 
Рис. 4. S-100 позитивные клетки слизистой толстой кишки в разных экспериментальных группах:  
А – условия естественного фотопериода; Б – условия естественного фотопериода с введением мела-
тонина; В – условия затемнения; Г – условия затемнения с введением мелатонина; Д – условия по-
стоянного освещения; Е – условия постоянного освещения с введением мелатонина. Иммуногистохи-
мическая реакция на S-100В, докраска по Нисслю. Обозначения: 1 – крипта, 2 – собственная пластинка 
слизистой оболочки, 3 – S-100В позитивные клетки. Ув. 400. 
Fig. 4. S-100 positive cells of the colon mucosa in different experimental groups: A – natural photoperiod condi-
tions; B – conditions of natural photoperiod with the introduction of melatonin; B – darkening conditions;  
D – darkening conditions with the introduction of melatonin; D – constant lighting conditions; E – conditions of 
constant lighting with the introduction of melatonin. Immunohistochemical reaction for S-100B, Nissl counter-
staining. Designations: 1 – crypt, 2 – lamina propria, 3 – S-100B positive cells. Magn. 400. 
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Продолжение рис. 4 

 
 

 
 
увеличение численности исследуемых клеток, 
также сопровождаемое снижением их оптиче-
ской плотности. Таким образом, независимо 
от вектора изменения естественного фотопе-
риода (0/24, 24/24) количество белка S-100B 
уменьшалось, а численность клеток реагиро-
вала дискордантно. Можно предположить, 
что отсутствие смены световой и темновой 
фаз приводило к нарушению синтеза белка  
S-100B, а количество S-100B позитивных кле-
ток реагировало на концентрацию плазмен-
ного и интерстициального мелатонина. 
 

Заключение 
 

S-100В и GFAP позитивные глиальные 
клетки толстой кишки реагируют на измене-
ние фотопериода (0/24 и 24/24) и проявляют 
фотозависимую реакцию на введение экзо-
генного мелатонина. Наблюдается снижение 
оптической плотности глиального фибрил-
лярного кислого белка в глиоцитах слизистой 
толстой кишки при введении мелатонина в 
условиях постоянного освещения. Количество 
GFAP позитивных клеток уменьшается как 
при постоянном затемнении, так и при посто-
янном освещении. Выявлено снижение чис-
ленности S-100B позитивных клеток среди 
глиоцитов слизистой оболочки толстой киш-
ки в условиях постоянного затемнения и при 
введении мелатонина в естественных свето-
вых условиях. В условиях постоянного осве-
щения и постоянного затемнения наблюдает-
ся увеличении оптической плотности иссле-
дуемых клеток. Введение мелатонина увели-
чивает содержание белка S-100B только в ус-
ловиях постоянного освещения. Гиперплазия 
глиальных клеток направлена на поддержа-
ние тканевого гомеостаза в слизистой оболоч-
ке толстой кишки. Представленная работа 
способствует лучшему пониманию роли гли-
альных клеток в адаптивных реакциях и мо-
жет служить основой при разработке новых 
терапевтических подходов к лечению заболе-
ваний кишечника. 
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