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РЕЗЮМЕ

Растёт интерес к выяснению роли мелатонина (МТ) в регуляции пролифе-
рации и апоптоза клеток яичников при различных заболеваниях и деста-
билизирующих воздействиях. Считается, что  выбор между реализацией 
программы гибели или выживания клетки определяет соотношение анти-
апоптотических и проапоптотических белков.
Цель. Выявить влияние мелатонина на  экспрессию антиапоптотиче-
ского Bcl-2 и проапоптотического Bad и соотношение Bcl-2/Bad в лютео-
цитах яичников крыс Вистар в острый (3-и сутки) и восстановительный 
(7-е  и  14-е  сутки) периоды после однократного воздействия эксперимен-
тальной гипертермии (ЭГ).
Методы. Разогревание составляло не  более 17  минут. МТ вводили под-
кожно (0,1 мг в 0,2 мл физиологического раствора (ФР)) в течение 3 суток 
после ЭГ. Группы сравнения – крысы с введением ФР (контроль) и животные 
после  ЭГ и  ФР. Экспрессию Bad и  Bcl-2 определяли иммуногистохимически 
на 3-и, 7-е и 14-е сутки после ЭГ и введения МТ/ФР.
Результаты. На 3-и сутки после ЭГ эффект гормона не выявлялся. Через 
неделю после ЭГ + МТ площадь экспрессии Bad уменьшалась значительнее, 
чем у крыс после ЭГ + ФР, что приводило к росту Bcl-2/Bad. Это свидетель-
ствовало об  увеличении антиапоптотической защиты, блокирующей 
развитие внутреннего пути апоптоза на  данном сроке. Через 2  недели 
после ЭГ  +  ФР площадь Bcl-2 уменьшалась значительнее, чем площадь 
Bad. В результате Bcl-2/Bad практически в 2 раза снижался по сравнению 
с контролем. Это свидетельствовало об активации «митохондриальной 
ветви» апоптоза лютеоцитов. Через 2 недели после ЭГ + МТ площади Bad 
и Bcl-2 уменьшались синхронно, что восстанавливало Bcl-2/Bad до контроля.
Заключение. Введение МТ после ЭГ сдвигает соотношение площадей 
экспрессии Bcl-2/Bad в  сторону увеличения антиапоптотического Bcl-2 
уже через неделю восстановительного периода и способствует более ран-
ней нормализации Bcl-2/Bad до физиологического уровня (уже через 2 недели 
после ЭГ + МТ).
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ABSTRACT

Background. There  is growing interest in  determining the  role of  melatonin 
in the regulation of proliferation and apoptosis of ovarian cells at various diseases 
and destabilizing influences. It is believed that the choice between the implemen-
tation of  a  cell  death or  survival program determines the  ratio of  anti-apoptotic 
and pro-apoptotic proteins.
The aim. To identify the effect of melatonin on the expression of anti-apoptotic Bcl-2 
and pro-apoptotic Bad and the Bcl-2/Bad ratio in the ovarian luteocytes of Wistar 
rats in the acute (day 3) and recovery (days 7 and 14) periods after a single exposure 
to experimental hyperthermia.
Methods. Warming up took no  more than 17  minutes. Melatonin was injected 
subcutaneously (0.1 mg in 0.2 ml of physiological solution) for 3 days after experi-
mental hyperthermia. Comparison groups included rats with physiological solution  
injection (control) and  animals after experimental hyperthermia + physiological 
solution injection. The Bad and Bcl-2 expression was determined immunohistochemi-
cally on days 3, 7 and 14 after experimental hyperthermia + physiological solution 
or melatonin injection.
Results. On the day 3 after experimental hyperthermia, the effect of the hormone 
was not detected. A week after experimental hyperthermia + melatonin injection, 
the Bad expression area decreased more significantly than in rats after experimental 
hyperthermia + physiological solution injection, which led to an increase in Bcl-2/
Bad ratio. This indicated an increase in anti-apoptotic protection, blocking the devel-
opment of the internal apoptosis pathway at this time. 2 weeks after experimental 
hyperthermia + physiological solution injection, the Bcl-2 area decreased more sig-
nificantly than the Bad area. As a result, the Bcl-2/ Bad ratio decreased almost 2-fold 
compared to the control group. This indicated the activation of the “mitochondrial 
branch” of luteocyte apoptosis. 2 weeks after experimental hyperthermia + melatonin 
injection, the Bad and Bcl-2 areas decreased synchronously, which restored Bcl-2/
Bad to control values.
Conclusion. The  melatonin injection after experimental hyperthermia shifts 
the ratio of Bcl-2/Bad expression areas towards an increase in anti-apoptotic Bcl-
2 already a  week after the  recovery period and  promotes earlier normalization  
of Bcl-2/ Bad to physiological levels (as early as 2 weeks after experimental hyper-
thermia + melatonin injection).

Key words: melatonin, apoptosis, experimental hyperthermia, rat ovaries, corpus 
luteum, luteocytes, Bad, Bcl-2, Bcl-2/Bad
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ВВЕДЕНИЕ

В современных условиях возрастает влияние высо-
кой температуры на организм человека в связи с гло-
бальным изменением климата, освоением регионов 
с  жарким климатом, развитием туризма и  миграции, 
а также с работой в ряде отраслей промышленности (ме-
таллургической, угольной, горнорудной и др.). Вместе 
с тем к настоящему времени накоплен обширный науч-
ный материал об использовании гипертермии для тера-
пии онкологических, инфекционных, паразитарных за-
болеваний, наркозависимых состояний, СПИДа. Общая 
гипертермия в диапазоне температур от 42,5° до 44,0 °С 
является экстремальным фактором внешней среды, 
на  действие которого организм реагирует комплек-
сом сложных изменений, приводящих к глубоким рас-
стройствам клеточных и внеклеточных взаимоотноше-
ний в биологических структурах и значительным нару-
шениям кровообращения и лимфотока, развитием ги-
поксии и стимуляцией апоптоза. В таких условиях значи-
тельную нагрузку испытывают репродуктивные органы, 
в частности яичники, являющиеся центральным звеном 
женской половой сферы [1].

Важно отметить, что вызванная стрессом регулиру-
емая клеточная гибель также представляет собой стра-
тегию сохранения биологического равновесия, напоми-
нающую адаптивный ответ на стресс.

Выделяются два  основных пути передачи сигнала 
апоптоза: рецептор-зависимый (внешний) сигнальный 
путь с участием рецепторов клеточной гибели, экспрес-
сируемых на поверхности клеточной мембраны, и мито-
хондриальный (внутренний или собственный) путь. Вну-
тренний путь апоптоза – это форма регулируемой кле-
точной гибели, запускаемая различными изменениями 
микроокружения, включая повреждение ДНК, стресс эн-
доплазматического ретикулума, избыток активных форм 
кислорода и  др. Митохондриальный сигнальный путь 
апоптоза реализуется в результате повышения проница-
емости наружной мембраны митохондрий, выхода апоп-
тогенных белков из межмембранного пространства ми-
тохондрий в цитоплазму клетки и последующего запуска 
целого каскада реакций, приводящего в итоге к разви-
тию программируемой клеточной гибели. Важную роль 
в механизмах регуляции программируемой клеточной 
гибели играет ингибитор апоптоза – белок Bcl-2, предот-
вращающий транслокацию Bcl-2-ассоциированных про-
моутеров клеточной гибели Bax и Bad за счёт олигоме-
ризации с этими белками и блокирующий таким обра-
зом высвобождение проапоптотических малых молекул 
из митохондрий [2]. Соотношение активных форм инги-
биторов и индукторов апоптоза определяет выбор меж-
ду реализацией программы гибели и выживанием клет-
ки и информативно при определении степени ингибиро-
вания апоптоза [3]. Возможность влиять на взаимодей-
ствие антиапоптотических и проапоптотических членов 
семейства BCL-2 с помощью фармакологических или ге-
нетических вмешательств имеет большое значение в ме-
дицине при лечении различных (онкологических, ауто-
иммунных, нейродегенеративных и др.) заболеваний [3].

Любые стрессы и экстремальные воздействия, вклю-
чая гипертермию, приводят к нарушениям систем деток-
сикации и адаптации организма. В восстановлении на-
рушенного гомеостаза и оптимизации функций различ-
ных органов и систем принимает участие гормон эпифи-
за – мелатонин (МТ). Этот гормон, обладающий широким 
спектром свойств, является основным синхронизатором 
эндогенных ритмов организма, а также мощным анти-
оксидантом. Причём МТ является антиоксидантом, ко-
торый находится в митохондриях клеток, при этом в бо-
лее высоких концентрациях, чем в других органеллах 
или субклеточных участках. Считается, что МТ даже мо-
жет синтезироваться в митохондриях [4]. Одним из наи-
более значимых физиологических свойств эпифизарно-
го МТ является его способность регулировать клеточную 
пролиферацию и апоптоз [5, 6].

Эпифизарный МТ участвует в регуляции секреции 
половых гормонов и процессов полового созревания, 
обеспечивая тем самым полноценное функционирова-
ние репродуктивной системы. Дефицит МТ у мышей при-
водит к атрезии фолликулов и ускоряет возрастное сни-
жение фертильности [7]. Этот гормон является ключе-
вым регулятором репродуктивных функций человека [8].

Жёлтое тело выполняет роль временно функциони-
рующего органа и определяет решающее значение в ре-
гуляции эстрального цикла и поддержании беременно-
сти. Лютеиновую функцию в значительной степени осу-
ществляет прогестерон – основной стероидный гор-
мон, синтезируемый этой железой. Установлено, что МТ 
играет ключевую роль в физиологии репродукции, ре-
гулируя выработку пролактина, фолликулостимулирую-
щего и лютеинизирующего гормонов. Синтез МТ в яич-
никах и яичках отражает ауто- и паракринную регуля-
цию репродуктивной физиологии, гарантируя высокое 
качество яйцеклетки и спермы. Гормон вырабатывает-
ся в клетках эпителия, стромы, миометрия и участвует 
в  поддержании гомеостаза органа, регулируя множе-
ственные пути, связанные с процессами децидуализа-
ции и имплантации [9]. МТ функционирует как важный 
регулятор в яичнике, на что указывает экспрессия мела-
тониновых рецепторов MT1 и MT2 в различных компар-
тментах яичника [10]. Подтверждено наличие МТ1 и МТ2 
в лютеоцитах и регулирующая роль МТ в эндокринной 
функции жёлтых тел яичников лошадей [11], свиней, мы-
шей [10, 12]. Установлено, что этот гормон способен уве-
личивать высвобождение прогестерона жёлтыми телами 
у супоросных свиноматок [10], индуцировать выработку 
прогестерона гранулезными и лютеиновыми клетками 
у человека [13]. МТ активирует набор генов, экспресси-
рующихся в жёлтых телах свиноматок и мышей, связан-
ных с синтезом прогестерона, включая член 1 подсемей-
ства A семейства 11 цитохрома P450 (Cyp11a1), член C18 
семейства 1 альдокеторедуктазы (Akr1c18), изопентенил-
дифосфат-дельта-изомеразу 1 (Idi1) и рецептор лютеи-
низирующего гормона/хориогонадотропина (LHCGR), 
и,  как следствие, повышает выработку прогестерона 
у свиноматок [14].

В  настоящее время возрос интерес к  выяснению 
роли МТ в регуляции клеточной пролиферации и апоп-
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тоза в ряде различных клеток яичника. Однако в науч-
ных публикациях недостаточно освещены аспекты, ка-
сающиеся роли МТ и его влияния на «митохондриаль-
ную ветвь» апоптоза в лютеоцитах жёлтых тел яичников 
в экспериментальных моделях перегревания. Это опре-
делило наш интерес к изучению влияния МТ на процессы 
программируемой клеточной гибели в клетках жёлтых 
тел яичников при воздействии высокой температуры.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Провести анализ влияния мелатонина после одно-
кратного воздействия экспериментальной гипертермии 
(ЭГ) на экспрессию ингибитора апоптоза белка Bcl-2 и ин-
дуктора программируемой клеточной гибели протеина 
Bad и на соотношение Bcl-2/Bad в лютеоцитах крыс Wistar 
в острый (3-и сутки) и восстановительный (7-е и 14-е сут-
ки) периоды.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на  3-месячных самках 
крыс линии Wistar массой тела 180–200 г. Животные со-
держались в  сертифицированном виварии Централь-
ной научно-исследовательской лаборатории ФГБОУ ВО 
«Новосибирский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России при температуре воздуха 
20–22 °С на стандартном пищевом рационе и при сво-
бодном доступе к воде. Эксперименты выполняли в со-
ответствии с требованиями Директивы 2010/63/EU Ев-
ропейского парламента и  Совета Европейского сою-
за о защите животных, используемых в научных целях, 
и правилами надлежащей лабораторной практики. Ис-
следование одобрено Этическим комитетом Научно-ис-
следовательского института клинической и эксперимен-
тальной лимфологии – филиала ФГБНУ «Федеральный ис-
следовательский центр Институт цитологии и генетики 
СО РАН» (протокол № 128 от 15.03.2017). Определение 
фаз полового цикла проводили методом вагинальных 
мазков [15]. Крыс, находившихся в фазе диэструс поло-
вого цикла, подвергали однократному воздействию ЭГ 
в соответствии со «Способом экспериментального мо-
делирования общей гипертермии у мелких лаборатор-
ных животных» [16]. Согласно способу моделирования 
общей гипертермии, разогревание животных произ-
водилось в резервуаре стандартной термобани ТБ-110 
при  погружении в  горячую воду до  уровня шеи. Кон-
струкция термобани предусматривает автоматическое 
поддержание температуры нагрева воды и равномерное 
перемешивание её слоёв, что позволяет считать в экс-
перименте температуру теплоносителя величиной по-
стоянной. Преимущество моделирования общей гипер-
термии в водной среде перед воздушной заключается 
в том, что осуществляется равномерное, глубокое и бы-
строе нагревание организма животного. Температурный 
режим нагрева горячей воды-теплоносителя подбирал-
ся экспериментально и составил 45 °С. Время разогре-

вания каждой особи до уровня ректальной температу-
ры 43,5 °С (стадия теплового удара) составляло не более 
17 минут и было индивидуальным. Гибели крыс от гипер-
термии не зарегистрировано.

Было сформировано три группы: 1-я (контроль) – 
крысы без воздействия ЭГ, которым подкожно вводили 
0,2 мл физиологического раствора (ФР); 2-я (ЭГ + ФР) – 
животные, подвергнутые воздействию ЭГ и получавшие 
0,2 мл ФР; 3-я (ЭГ + МТ) – животные, подвергнутые воз-
действию ЭГ и получавшие МТ. МТ (ICN Biomedicals, Inc, 
США) вводили подкожно в дозе по 0,1 мг в 0,2 мл ФР. 
Первое введение МТ осуществляли в день проведения 
ЭГ, затем – в последующие 2 суток (вечером, после за-
хода солнца, 1 раз в сутки). Животных выводили из экс-
перимента под эфирным наркозом через 3 (острый пе-
риод), 7 и 14 суток (восстановительный период) после 
воздействия ЭГ и МТ, что соответствовало представле-
ниям о фазности в течении постгипертермического пе-
риода. На каждую точку выведения из опыта приходи-
лось по 5 особей из каждой группы.

Фиксацию яичников проводили в 10%-м растворе 
нейтрального формалина, затем их обезвоживали в се-
рии спиртов возрастающей концентрации и  заключа-
ли в  парафин. Иммуногистохимическое исследование 
экспрессии белков Bcl-2 и Bad проводили на парафино-
вых срезах яичников толщиной 3 мкм с помощью непря-
мого двухэтапного стрептавидин-биотинового метода, 
используя набор Novostain 500 (NCL-RTU-D, Novocastra; 
Великобритания), мышиные моноклональные антите-
ла к  антиапоптотическому белку Bcl-2 (IgG, №  610538; 
BD Biosciences, США) и к проапоптотическому белку Bad 
(IgG, № 610392; ICN Biosciences, Inc., США). На последнем 
этапе иммуногистохимическое окрашивание осущест-
влялось в хромогенном субстрате, содержащем диами-
нобензидин. Изучение срезов и получение микрофото-
графий выполняли при помощи моторизованного ми-
кроскопа AxioImager M2 (Carl  Zeiss, Германия) c  каме-
рой AxioCam HRc (Carl  Zeiss, Германия) при  конечном 
увеличении в 630 раз. Количественную оценку относи-
тельных площадей окрашенных участков осуществляли 
с помощью компьютерной программы Axio Vision 4.7.1 
(Carl Zeiss, Германия) и блока автоматических измере-
ний (NEXIV AutoMeasure; Nikon, Япония). Вычисляли со-
отношения площадей Bcl-2/Bad.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили в  программе Statistica  6.1 (StatSoft  Inc.; серий-
ный №  AXXR101E832903FA). В  качестве исходных дан-
ных по каждому маркеру сравнивали различия по сред-
нему полю зрения в группе. Каждая выборка включала 
до 50 полей зрения на каждую группу для каждого мар-
кера. Выборки соответствовали нормальному распре-
делению. Вычисляли значения среднего арифметиче-
ского и стандартной ошибки среднего. Статистическую 
значимость различий сравниваемых величин определя-
ли с помощью параметрического критерия Стьюдента. 
Различия считали статистически значимыми при p < 0,05. 
Для соотношения Bcl-2/Bad определяли значения ме-
дианы, первого и третьего квартилей. Статистическую 
значимость различий сравниваемых величин вычисля-
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ли с  помощью непараметрического U-критерия Ман-
на – Уитни. Различия считали статистически значимы-
ми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В  клетках жёлтых тел на  3-и сутки эксперимента 
при введении как плацебо, так и МТ после ЭГ площади 
экспрессии антиапоптотического белка Bcl-2 и  проа-
поптотического протеина Bad увеличивались синхрон-

но (рис. 2). Наряду с этим происходило усиление интен-
сивности окрашивания лютеоцитов на оба белка (рис. 1). 
В результате у животных обеих групп соотношение Bcl-
2/Bad оставалось на уровне контроля (рис. 3). Это свиде-
тельствует о том, что интенсивность апоптоза в клетках 
жёлтых тел яичников в острый период после ЭГ остаёт-
ся в пределах физиологических значений, и на этом эта-
пе МТ не оказывает статистически значимого влияния 
на развитие клеточной гибели.

Через неделю после ЭГ и введения ФР площади экс-
прессии Bcl-2 и Bad в лютеоцитах и соотношение Bcl2/ Bad 

Bcl‑2 Bad

Контроль

ЭГ + ФР  
(3-и сутки)

ЭГ + МТ  
(3-и сутки)

РИС. 1.  
Микрофотографии жёлтых тел яичников крыс на 3-и сут-
ки после воздействия экспериментальной гипертермии (ЭГ) 
и введения физиологического раствора (ФР) либо мелатони-
на (МТ). Иммуногистохимическая окраска непрямым стреп-
тавидин-биотиновым методом на антиапоптотический 
белок Bcl-2 и проапоптотический белок Bad в клетках жёл-
тых тел; увеличение ×400

FIG. 1.  
Microphotographs of rat ovarian corpus luteum on day 3 after ex-
posure to experimental hyperthermia (ЭГ) and physiological solu-
tion (ФР) or melatonin (МТ) injection. Immunohistochemical stain-
ing by indirect streptavidin-biotin method for anti-apoptotic pro-
tein Bcl-2 and pro-apoptotic protein Bad in corpus luteum cells; 
magnification ×400
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сохранялись на уровне 3-х суток (рис. 2, 3). Введение МТ 
после гипертермии способствовало уменьшению интен-
сивности окрашивания (рис. 1, 2) и снижению показате-
лей для обоих белков по сравнению со всеми группами 
(рис. 2). Однако площадь экспрессии проапоптотического 
белка Bad уменьшалась значительнее, чем антиапоптоти-
ческого протеина Bcl-2 (рис. 2). В результате на этом сро-

ке восстановительного периода соотношение Bcl2/Bad 
статистически значимо возрастало по сравнению со все-
ми группами (рис. 3). Это свидетельствует о более ран-
нем создании антиапоптотической защиты, блокирую-
щей развитие внутреннего пути апоптоза клеток жёлтых 
тел яичников уже на 7-е сутки после гипертермии и вве-
дения МТ по сравнению с животными без лечения МТ.

Bcl‑2 Bad

ЭГ + ФР  
(7-е сутки)

ЭГ + МТ 
(7-е сутки)
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РИС. 2.  
а – микрофотографии жёлтых тел яичников крыс на 7-е сут-
ки после воздействий ЭГ + ФР и ЭГ + МТ; иммуногистохимиче-
ская окраска непрямым стрептавидин-биотиновым мето-
дом на Bcl-2 и Bad в клетках жёлтых тел; увеличение ×400.  
б – графики площади экспрессии исследуемых белков в разные 
сроки эксперимента (р < 0,05): * – по сравнению с контролем; 
# – по сравнению с 3-ми сутками; • – по сравнению с 7-ми сут-
ками; ∆ – межгрупповое сравнение одного и того же срока

FIG. 2.  
а – microphotographs of rat ovarian corpus luteum on day 7 af-
ter exposure to experimental hyperthermia (ЭГ) and physiological 
solution (ФР) or melatonin (МТ) injection; immunohistochemical 
staining by indirect streptavidin-biotin method for Bcl-2 and Bad 
in corpus luteum cells; magnification ×400. б – graphs of the ex-
pression area of the studied proteins at different time periods 
of the experiment (p < 0.05): * – compared to the control; # – com-
pared to day 3; • – compared to day 7; ∆ – an intergroup compari-
son of the same period
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РИС. 3.  
Соотношение площадей экспрессии Bcl-2/Bad в разные сро-
ки эксперимента (p < 0,05): * – по сравнению с контролем; # – 
по сравнению с 3-ми сутками; • – по сравнению с 7-ми сутка-
ми; ∆ – межгрупповое сравнение одного и того же срока
FIG. 3.  
Bcl-2/Bad expression area ratio at different time periods of the ex-
periment (p < 0.05): * – compared to the control; # – compared 
to day3; • – compared to day 7; ∆ – an intergroup comparison 
of the same period

На  14-е  сутки эксперимента у  крыс, получавших 
ФР после ЭГ, площадь экспрессии Bcl-2 в клетках жёл-

тых тел яичников уменьшалась, причём значительнее, 
чем для Bad (рис. 2). В результате соотношение площа-
дей Bcl-2/Bad снижалось практически в 2 раза по срав-
нению с контролем (рис. 3). Это свидетельствует об ак-
тивации «митохондриальной ветви» программируемой 
клеточной гибели лютеоцитов на данном этапе восста-
новительного периода. Введение МТ животным, под-
вергшихся гипертермии, способствовало снижению ин-
тенсивности окрашивания (рис. 4) и более выраженно-
му уменьшению Bad по  сравнению со  снижением Bcl-
2, что приводило к восстановлению индекса Bcl-2/Bad 
до контрольного уровня (рис. 2, 3). Полученные резуль-
таты свидетельствуют о цитопротективном эффекте вве-
дения МТ животным после гипертермии, который уже 
на 14-е сутки восстановительного периода обеспечива-
ет развитие митохондриального пути апоптоза лютео-
цитов в рамках физиологической нормы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Тепловой стресс является известным стимулято-
ром образования активных форм кислорода (АФК), ко-
торые могут поставить под угрозу беременность и раз-
витие плода. Перегревание/термический стресс оказы-

Bcl‑2 Bad

ЭГ + ФР  
(14-е сутки)

ЭГ + МТ 
(14-е сутки)

РИС. 4.  
Микрофотографии жёлтых тел яичников крыс на 14-е сут-
ки после воздействий ЭГ + ФР и ЭГ + МТ. Иммуногистохими-
ческая окраска непрямым стрептавидин-биотиновым ме-
тодом на Bcl-2 и Bad в лютеоцитах яичников; увеличение 
×400

FIG. 4.  
Microphotographs of rat ovarian corpus luteum on day 14 after ex-
posure to experimental hyperthermia (ЭГ) + physiological solu-
tion (ФР) injection or after exposure to experimental hyperthermia 
(ЭГ) + melatonin (МТ) injection. Immunohistochemical staining 
by indirect streptavidin-biotin method for Bcl-2 and Bad in ovarian 
luteocytes; magnification ×400
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вает пагубное влияние на потенциал развития ооцитов 
у свиней, мышей, крупного рогатого скота, включая не-
благоприятное воздействие на выживаемость, скорость 
созревания и мейотическую компетентность ооцитов, 
образование в них F-актина и α-тубулина, экспрессию 
генов NRF2, CDK1 и GDF9 [17].

МТ представляет собой плейотропную молекулу, ко-
торая регулирует различные процессы, включая бере-
менность. Применение МТ в условиях теплового стрес-
са у свиней улучшает качество и скорость созревания 
ооцитов (частично за  счёт восстановления распреде-
ления F-актина) [17], оказывает положительное влияние 
на продолжительность эстрального периода и выжива-
емость эмбрионов [18]. Использование МТ снижает вы-
работку АФК в созревающих ооцитах крупного рогато-
го скота и повышает способность к развитию эмбрионов 
из ооцитов, подвергшихся тепловому шоку [17]. Введе-
ние МТ на протяжении всей беременности у овец, на-
ходившихся в условиях термического стресса, улучша-
ет их  окислительно-восстановительный статус и  при-
водит к  увеличению среднего количества потомства, 
массы ягнят, а также к росту производства молока [19]. 
Обнаружено, что при тепловом стрессе этот гормон по-
давляет экспрессию p53 и повышает уровень лютеини-
зирующего гормона и экспрессию гена Bcl-2 в клетках 
гранулезы овец [20].

Наши исследования показали, что  действие высо-
кой внешней температуры приводило к изменению со-
отношения белков регуляторов апоптоза (преоблада-
ние проапоптотического белка Bad над  антиапопто-
тическим белком Bcl-2) в  жёлтых телах яичников че-
рез 2 недели после ЭГ. Важно, что площадь экспрессии 
антиапоптотического белка Bcl-2 уменьшалась значи-
тельнее, чем  площадь экспрессии проапоптотическо-
го белка Bad, что приводило к снижению индекса соот-
ношения Bcl-2/Bad в 2 раза по сравнению с контролем. 
Это свидетельствовало о недостаточности антиапопто-
тической защиты и  об  активации «митохондриальной 
ветви» апоптоза лютеоцитов. Воздействие гипертермии 
способствует возникновению состояния окислительно-
го стресса. Повреждающие эффекты таких воздействий 
приводят к митохондриальной дисфункции и избыточ-
ному накоплению в них АФК, что способствует разви-
тию апоптоза клеток в различных компартментах яич-
ника. Соответственно, благодаря своим антиоксидант-
ным и антиапоптотическим эффектам МТ может значи-
тельно снижать окислительный стресс и  сдерживать 
апоптоз [20–22]. При этом соотношение активных форм 
проапоптотических (Bax, Bad) и  антиапопотических  
(Bcl-2, Bcl-xL) белков будет определять выбор между ре-
ализацией программы выживания и гибели клетки [3]. 
Так, Bcl-2 может предотвращать транслокацию индукто-
ров апоптоза Bax и Bad за счёт олигомеризации с этими 
белками и тем самым блокировать высвобождение этих 
молекул из митохондрий, что в свою очередь будет сдер-
живать апоптоз. Установлено, что Bcl-2 с Bad связывает-
ся сильнее, чем с Bax [2].

Показано, что МТ значительно ингибирует апоптоз 
текальных клеток у овец, снижая экспрессию проапоп-

тотического белка Bax и повышая экспрессию антиапоп-
тотического протеина Bcl-2, что имеет значение для за-
медления атрезии яичников и старения [23]. Установле-
но, что МТ подавляет митохондриальный путь апоптоза 
гранулезных клеток в яичниках мышей, подвергавшихся 
химиотерапии циклофосфамидом, – снижает повышен-
ные уровни экспрессии расщепленной каспазы 3, Bax, 
цитоплазматического Cyt-c и повышает сниженную экс-
прессию Bcl-2 в яичниках [24]. МТ может защищать яич-
ники мышей от преждевременной недостаточности, вы-
званной гликозидами триптеригия, уменьшая апоптоти-
ческое повреждение – гормон снижает экспрессию ка-
спазы 3, Bax и увеличивает экспрессию Bcl-2 [25].

В результате настоящего исследования мы установи-
ли, что введение МТ крысам после гипертермии сдвига-
ет соотношение площадей экспрессии Bcl-2/Bad в жёл-
тых телах яичников в  сторону увеличения антиапоп-
тотического Bcl-2 уже  на  7-е сутки восстановительно-
го периода, в отличие от животных, не получавших ле-
чения этим гормоном, что способствует нормализации 
Bcl-2/ Bad до физиологического уровня (уже на 14-е сут-
ки). В более раннем исследовании нами также было вы-
явлено, что МТ может ингибировать митохондриальный 
путь апоптоза в фолликулах яичников крыс уже на 7-й 
день постгипертермии [5].

МТ, уменьшая окислительный стресс и апоптотиче-
ское повреждение, защищает клетки жёлтых тел в яични-
ках. Гормон восстанавливает пониженное в результате 
токсических воздействий количество жёлтых тел и чис-
ленную плотность фолликулов у мышей и крыс [25, 26], 
улучшает уровни лютеинизирующего гормона, лютеи-
новую функцию и выживаемость эмбрионов овец и коз 
[19]. МТ защищает жёлтое тело от АФК и играет ключе-
вую роль в  поддержании его функции у  женщин [19]. 
Лечение этим гормоном бесплодных женщин с дефек-
том лютеиновой фазы увеличивает внутрифолликуляр-
ную концентрацию МТ, уменьшает внутрифолликуляр-
ное окислительное повреждение, улучшает выработку 
прогестерона жёлтым телом и повышает уровень опло-
дотворения и беременности [27].

МТ и его рецептор МТ1 играют важную роль в люте-
инизации. Установлено, что передача сигналов мелато-
нин/MT1 заметно улучшает экспрессию маркерных ге-
нов жёлтого тела. Результаты высокопроизводительно-
го секвенирования выявили, что взаимодействие с ре-
цептором внеклеточного матрикса, фокальная адгезия 
и активация пути PI3K/Akt, которые участвуют в лютеи-
низации клеток гранулезы, могут опосредовать действие 
сигнала мелатонин/MT1 [28]. МТ увеличивает выработ-
ку прогестерона в жёлтом теле супоросных свиноматок, 
повышает экспрессию как P450scc, так и StAR, что приво-
дит к повышению жизнеспособности лютеиновых кле-
ток. Эпифизарный гормон выполняет свою регулирую-
щую роль в функционировании лютеоцитов через пути 
передачи сигналов, опосредованных мелатониновыми 
рецепторами MT1 и MT2, наличие которых подтвержде-
но в клетках жёлтых тел [10, 12].

Механизмы передачи сигналов, опосредованных 
MT, через рецепторы этого гормона очень сложны и ва-
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рьируются в зависимости от типа и вида клеток в яич-
нике. В основном они включают путь циклического аде-
нозинмонофосфата/протеинкиназы A (cAMP/PKA), путь 
внеклеточной регулируемой сигналом киназы/активи-
руемой митогеном протеинкиназы (ERK/MAPK), путь 
фосфатидилинозитол-3-киназы/регулируемой сигна-
лом апоптоза киназы (PI3K/AKT) и кальций-регулируе-
мый путь [23, 29]. В частности, МТ активирует путь PI3K/
Akt, опосредуя синтез и секрецию прогестерона текаль-
ными клетками [30]. В дополнение к своим антиоксидант-
ным свойствам МТ может активировать путь SIRT1/PGC-
1α, что способствует митохондриальному биогенезу, на-
рушенному в результате воздействия токсинов из окру-
жающей среды [20].

Противодействие окислительному стрессу и пере-
программирование нарушенного метаболизма в клет-
ках обеспечивается МТ, синтезируемым в митохондриях, 
где его распределение значительно выше, чем в других 
субклеточных органеллах, и не имеет циркадного ритма. 
Установлено, что МТ высвобождается из митохондрий 
и затем через МТ1-рецептор на мембране контролиру-
ет выброс цитохрома с, т. е. обеспечивает аутомитокрин-
ную регуляцию. МТ присутствует в митохондриальных 
мембранах и переходит в митохондрии с помощью оли-
гопептидных транспортеров PEPT1 и PEPT2, расположен-
ных на мембране. Высокие концентрации МТ и его мно-
жественное действие в качестве антиоксиданта обеспе-
чивают мощную защиту этих органелл, подвергающих-
ся воздействию свободных радикалов. Внутри митохон-
дрий МТ действует как прямой поглотитель свободных 
радикалов и связанных с ними нерадикальных продук-
тов и  стимулирует антиоксидантные ферменты, вклю-
чая супероксиддисмутазу 2, каталазу и глутатионредук-
тазу, при этом подавляя прооксидантные ферменты. Ре-
гулируя активность липоксигеназы, МТ защищает клет-
ки от гидропероксидации полиненасыщенных жирных 
кислот. Он модулирует реакции эндоплазматического 
ретикулума на  стресс, активность сиртуинов, процес-
сы митофагии и аутофагии. МТ путём прямого захвата 
АФК в  митохондриях, активации антиоксидантной за-
щиты и сохранения целостности мембран играет реша-
ющую роль в поддержании нормальных функций мито-
хондрий и энергетического обмена в клетках [9]. Таким 
образом, воздействие мелатонином в условиях гипер-
термии приводит к снижению апоптотической гибели 
клеток жёлтых тел и, как следствие, к уменьшению по-
вреждающего действия перегревания на морфологиче-
скую организацию органа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение МТ после ЭГ сдвигает соотношение площа-
дей экспрессии Bcl-2/Bad в сторону увеличения антиа-
поптотического Bcl-2 уже на 7-е сутки восстановитель-
ного периода. Введение этого гормона после гипертер-
мии способствует белее ранней нормализации Bcl-2/Bad 
до физиологического уровня – уже на 14-е сутки после 
воздействия ЭГ и МТ.
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