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Ожирение ‒ одно из распространенных заболеваний, вызывающее серьезные осложнения. Инги-
бирование пролиферации преадипоцитов рассматривается как перспективная стратегия для
предупреждения ожирения и метаболических заболеваний. Мелатонин – это гормон шишковид-
ной железы, который оказывает различное воздействие на клетки и ткани. В представленной работе
изучена способность мелатонина индуцировать апоптоз в преадипоцитах 3T3-L1. Преадипоциты
3T3-L1 культивировали до слияния, а затем обрабатывали мелатонином в концентрациях 0, 10, 100
и 1000 мкМ в течение 1, 3 и 5 суток. Для определения жизнеспособности клеток использовали Cell
viability kit. Белки маркеров клеточной смерти оценивали методом иммуноблотинга с использова-
нием GAPDH в качестве контроля. Характерные для апоптотоза морфологические изменения с
фрагментацией ядер наблюдали с помощью окрашивания DAPI. Обработка мелатонином снижала
активацию фосфорилированных внеклеточных сигналрегулируемых киназ (р-ERK) при одновре-
менном увеличении активации каспаз-3, -8 и -9. Кроме того, мелатонин не только увеличивал экс-
прессию Bcl-2-ассоциированного белка Х (Bax), но и снижал экспрессию белка Bcl-2 при увеличе-
нии дозы от 0 до 1000 мкМ. Воздействие повышенными концентрациями мелатонина также подав-
ляло рост преадипоцитов. Эти эффекты ослаблялись лузиндолом, антагонистом рецептора
мелатонина, и U0126, ингибитором активации p-ERK. Таким образом, мелатонин способен вызы-
вать апоптоз преадипоцитов 3T3-L1 через подавление p-ERK.
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Ожирение относится к одной из важнейших
проблем здравоохранения во всем мире, так как
приводит к различным серьезным осложнениям,
таким как гипертония и сахарный диабет [1‒3].
Ожирение вызвано увеличением массы жировой
ткани с повышением как объема, так и количе-
ства адипоцитов, на что влияют такие гормоны,
как мелатонин [4, 5].

Преадипоциты ‒ это предшественники зрелых
клеток белой жировой ткани [6, 7]. Преадипоциты
3T3-L1 считаются образцовой экспериментальной
моделью, используемой в большинстве исследова-
ний на адипоцитах. Процесс дифференцировки
преадипоцитов 3T3-L1 аналогичен процессу диф-
ференцировки преадипоцитов человека [8, 9]. Ис-
пользуя именно эти преадипоциты, многие иссле-
дователи изучали различные химические вещества
и гормоны, которые подавляют адипогенез и вли-

яют на дифференцировку клеток [10‒12]. Один из
факторов, вызывающих ожирение, ‒ пролифера-
ция и дифференцировка преадипоцитов, поэто-
му апоптотическая гибель клеток в преадипоци-
тах может быть эффективным способом подав-
ления или снижения адипогенеза, что, как
оказалось, приводит к потере веса у мышей [13].
Апоптоз вызывает изменения в Bcl-2-ассоции-
рованном белке Х (Bax) и белке 2 В-клеточной
лимфомы (Bcl-2), а также в белках семейства
каспаз, называемых апоптотическими белками.
В исследованиях по апоптозу выявлено действие
мелатонина на эти белки [14].

Мелатонин – это гормон, вырабатываемый
шишковидной железой. Секреция мелатонина
контролируется циркадным ритмом человека и
наличием света или темноты [15]. Таким образом,
концентрация мелатонина изменяется в зависи-
мости от времени суток. Мелатонин имеет много
физиологических функций, которые влияют на1 Статья представлена авторами на английском языке
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здоровье и старение путем контроля жировой
массы и веса тела [16‒18]. Например, аномальные
концентрации мелатонина могут вызвать ано-
мальный циркадный ритм, в результате чего на-
рушается сон [19‒21]. У людей, которые регуляр-
но работают по ночам, снижена секреция мелато-
нина и, как следствие, появляются проблемы со
здоровьем, включая ожирение [22, 23]. Влияние
мелатонина на клетки зависит от изменений его
концентрации. При низких концентрациях мела-
тонин обладает антиапоптотическим эффектом,
связанным с его способностью поглощать сво-
бодные радикалы [24, 25]. Напротив, в высоких
концентрациях мелатонин подавляет дифферен-
цировку клеток и индуцирует апоптоз в несколь-
ких клеточных линиях. Например, известно, что
мелатонин вызывает апоптоз в некоторых рако-
вых клетках [26] и ингибирует дифференцировку
и рост клеток глиомы [27].

Довольно хорошо исследовано влияние мела-
тонина на многие типы клеток и определены его
различные терапевтические эффекты, однако вли-
яние мелатонина на преадипоциты и ожирение
пока не совсем понято [28‒30]. Для поиска опти-
мальных условий воздействия мелатонина необхо-
димо проведение исследований апоптоза, индуци-
руемого этим гормоном в различных концентра-
циях и временных режимах, с использованием
преадипоцитов. Таким способом можно исследо-
вать физиологическую функцию мелатонина и в
дальнейшем применить к зрелым адипоцитам. В
проведенном исследовании изменяли дозу и про-
должительность воздействия мелатонина, чтобы
определить его влияние на апоптоз в преадипоци-
тах 3T3-L1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточная культура и обработка мелатонином.
Преадипоциты 3T3-L1 (Корейский банк клеточ-
ных линий – Korean Cell Line Bank, Корея) куль-
тивировали в среде Игла в модификации Дуль-
бекко (DMEM; “Lonza”, США), содержащей 5%
телячьей сыворотки (“Gibco”, США), 1% пеницил-
лина/стрептомицина (“Lonza”) при 37°С с 5% CO2 в
инкубаторе с влажностью 100%. Для обработки
мелатонином клетки высевали в 100-мм чашки в
количестве 1 × 106 клеток на чашку и инкубирова-
ли в течение ночи. Клетки инкубировали при
низкой концентрации телячьей сыворотки (1%)
для минимизации антиапоптотического эффекта
сыворотки [31] и обрабатывали мелатонином в
концентрации 0, 10, 100 и 1000 мкМ (“Sigma”,
США) в течение 1, 3 или 5 суток для индукции
апоптоза. Для предотвращения апоптотического
эффекта и его мелатонинового пути клетки пред-
варительно обрабатывали соответственно лузин-

долом (20 мкМ) в течение 5 ч и U0126 (10 мкМ) в
течение 2 ч. Затем клетки обрабатывали мелато-
нином в концентрации 1000 или 0 мкМ. Все ис-
пользуемые агенты растворяли в диметилсуль-
фоксиде (DMSO; “Sigma”), при этом все кон-
трольные группы обрабатывали тем же объемом
DMSO.

Анализ жизнеспособности клеток. Для оценки
жизнеспособности клеток использовали набор
EZ-Cytox (“DAEIL Lab”, Корея). Клетки высева-
ли в 96-луночные микропланшеты в количестве
5 × 103 клеток на лунку, инкубировали в течение
24 ч, после чего обрабатывали мелатонином в
концентрации 0, 10, 100 или 1000 мкМ в течение 1,
3 и 5 суток. По истечении этого времени в каждую
лунку добавляли реагент WST и инкубировали
микропланшет в течение 1 ч при 37°C. Поглоще-
ние измеряли на микропланшетном ридере при
450 нм. Для определения значения фонового сиг-
нала в течение тех же временных интервалов инку-
бировали DMEM в отсутствие клеток. Процентное
содержание жизнеспособных клеток (n, %) в каж-
дом образце рассчитывали по формуле:

где A ‒ общий сигнал, Ab ‒ фоновый сигнал, Ac ‒
сигнал контроля.

Окрашивание DAPI. Характерные для апоптоза
морфологические изменения: формирование
апоптотических телец и аномальная морфология
ядер ‒ наблюдали с помощью окрашивания DAPI
(“Merck Millipore”, Германия). Клетки высевали
в количестве 1 × 104 клетки/лунку в 4-луночные
планшеты и инкубировали 24 ч, затем обрабаты-
вали 0, 10, 100 и 1000 мкМ мелатонина в течение
1, 3 и 5 суток. Супернатант удаляли аспирацией,
клетки фиксировали в 4%-ном растворе парафор-
мальдегида, после чего инкубировали с раство-
ром DAPI (1 мкг/мл) в течение 5 мин в темноте.
Для визуализации DAPI-окрашенных клеток ис-
пользовали флуоресцентный микроскоп.

Иммуноблотинг. Клетки высевали по 1 × 106 кле-
ток в чашки диаметром 100 мм и инкубировали в
течение ночи, затем обрабатывали раствором 0,
10, 100 и 1000 мкМ мелатонина в течение 1, 3 и
5 суток. Клетки собирали, промывали холодным
фосфатно-солевым буфером (PBS), а затем лизи-
ровали в буфере Трис-HCl (рН 7.4), содержащем
ингибиторы протеазы и фосфатазы. Для опреде-
ления концентрации белка в образцах использо-
вали BCA assay (“Thermo Scientific”, США). Раз-
деления клеточных белков (35 мкг) проводили
электрофорезом в 9%-ном ПААГ в денатурирую-
щих условиях (SDS-PAGE), белки переносили на
мембрану из поливинилидендифторида (PVDF)
(“Merck Millipore”). Мембраны инкубировали с
антителами против следующих белков: внекле-

( )[ ]= − ×(%) 100,b cn A A A
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точные сигналрегулируемые киназы (ERK) (1 :
: 1000) (sc-514302; “Santa Cruz Biotechnology”,
США), p-ERK (1 : 1000) (sc-81492; “Santa Cruz
Biotechnology”), каспаза-9 (1 : 1000) (9504; “Cell
Signaling Technology”, США), каспаза-8 (1 : 1000)
(4790; “Cell Signaling Technology”), каспаза-3
(1 : 1000) (9662; “Cell Signaling Technology”), Bcl-2
(1 : 1000) (sc-23960; “Santa Cruz Biotechnology”),
Bax (1 : 1000) (sc-20067; “Santa Cruz Biotechnolo-
gy”) и GAPDH (1 : 1000) (sc-137179; “Santa Cruz
Biotechnology”). Иммунореактивные белки визу-
ализировали с помощью рентгеновской пленки,
которую анализировали методом сканирования
изображений.

Статистический анализ. Значимость различий
определяли методом ANOVA с последующим при-
менения критерия Тьюки. Анализ проводили с по-
мощью программы Prism GraphPad v5.0 (“Graph-
Pad Software Inc.”, США). Данные, полученные по
результатам, по крайней мере, трех различных экс-
периментов, выражали в виде: среднее ± SD. Стати-
стически значимыми считали значения р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние мелатонина на жизнеспособность клеток

Влияние мелатонина на преадипоциты 3T3-L1
определяли с помощью анализа жизнеспособности
клеток. Исследована зависимость жизнеспособно-
сти клеток от дозы мелатонина (от 0 до 1000 мкМ) и
времени воздействия (1, 3 и 5 суток). Выявлено,
что мелатонин снижает жизнеспособность пре-
адипоцитов 3T3-L1 по мере увеличения его кон-
центрации (рис. 1). Гибель клеток была значимо
выше на 5 сутки воздействия мелатонина по срав-
нению с первыми сутками.

Влияние мелатонина на гибель клеток
Морфологические изменения ядер преадипоци-

тов 3T3-L1 анализировали с помощью окрашива-
ния DAPI. Окрашивание DAPI появилось после
5 суток обработки мелатонином (0 и 1000 мкМ).
Выявлена фрагментация ядер при апоптозе, инду-
цированном в преадипоцитах 3T3-L1 высокими
концентрациями мелатонина (рис. 2). Апоптоти-
ческие изменения ядер при 5 сутках воздействия
1000-мкМ мелатонином были более значитель-
ными, чем в контрольных образцах (5 суток инку-
бации без мелатонина, т.е. 0 мкМ).

Для изучения влияния мелатонина на выжива-
емость и пролиферацию клеток определяли фос-
форилирование ERK методом иммуноблотинга
(рис. 3). Содержание p-ERK уменьшалось с каж-
дым днем воздействия повышенных доз мелато-
нина. Изменение экспрессии p-ERK было сходно
с состоянием жизнеспособности клеток.

Также изучены изменения некоторых апопто-
тических белков, таких как каспазы, Bcl-2 и Bax.
Содержание каспаз-9, -8 и -3 увеличивалось с ро-
стом концентрации мелатонина и временем воз-
действия мелатонина (рис. 4). Кроме того, уро-
вень Bcl-2 снижался с увеличением дозы мела-
тонина, в то время как Bax увеличивался (рис. 5).
По сравнению с индивидуальными уровнями
экспрессии Bcl-2 и Bax, соотношение Bcl-2/Bax
четко указало на стимуляцию апоптоза в пре-
адипоцитах 3T3-L1. На 1 и 3 сутки воздействия

Рис. 1. Жизнеспособность преадипоцитов 3T3-L1 по-
сле обработки мелатонином. Жизнеспособность кле-
ток определяли с помощью набора Cell viability kit.
Клетки обрабатывали различными дозами мелатони-
на в течение 1, 3 и 5 суток. Для сравнения приведены
данные для необработанных клеток. Результаты
представлены как процентное содержание жизнеспо-
собных клеток; высота столбцов соответствует сред-
нему значению результатов трех независимых экспе-
риментов (отрезки с насечками представляют SD).
**р < 0.01, ***р < 0.001 по сравнению с контролем.
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Рис. 2. Исследование морфологии ядер с помощью
окрашивания DAPI. Аномальные изменения ядер в
преадипоцитах 3T3-L1 оценивали окрашиванием
DAPI. Клетки с окрашенными ядрами анализировали
с помощью флуоресцентной микроскопии (200×). На
5 сутки в преадипоцитах, обработанных 1000 мкМ ме-
латонина (б), было гораздо больше клеток с фрагмен-
тированными ядрами, чем в контроле (а). Масштаб-
ная линейка: 50 мкм.

а б
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мелатонина выявлены наиболее выраженные
апоптотические изменения, тогда как на 5 сутки
существенных изменений не наблюдали. На ос-
новании этих результатов можно сделать вывод,
что мелатонин способствует апоптозу в преади-
поцитах 3T3-L1.

Антагонист рецептора мелатонина лузиндол
подавлял индуцированную мелатонином актива-
цию апоптотических белков (рис. 6). Активация
каспаз-9, -8 и -3 мелатонином снижалась после
предварительной обработки преадипоцитов лузин-
долом. В то же время соотношение Bcl-2/Bax меня-
лось в противопололожную сторону по сравнению
с клетками, обработанными только мелатонином, и
это еще раз подтверждает, что мелатонин оказывает
апоптотическое действие на преадипоциты 3T3-L1.
Аналогичным образом ингибитор р-ERK, U0126,
снижал апоптотический эффект мелатонина, за ис-
ключением каспазы-9 (рис. 7). Следовательно, путь
ERK оказывает обратное действие на апоптоз, ин-
дуцированный мелатонином.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мелатонин – это гормон шишковидной желе-
зы, рецепторы которого находятся в различных
тканях, включая жировую, и который регулирует
жировой обмен [32, 33]. Мелатонин, выделяемый

в ночное время и в условиях темноты, играет роль
важного регулятора супрахиазматического ядра
(SCN) ‒ одного из основных регуляторов циркад-
ных ритмов. Мелатонин аффинно связывается со
своими мембранными рецепторами 1A (MT1) и
1B (MT2) [34]. В ряде исследований показано, что
мелатонин регулирует апоптоз в жировых клет-
ках, а также может ингибировать адипогенез
[35‒37].

Анализ жизнеспособности клеток показал, что
мелатонин снижает выживаемость клеток в пре-
адипоцитах 3T3-L1. Значительная гибель клеток
происходила на пятые сутки обработки мелато-
нином, особенно при его высоких концентраци-
ях. При окрашивании DAPI показано, что мела-
тонин индуцирует изменения в ядрах по типу
апоптоза через 5 суток воздействия. Через 1 и 3 су-
ток воздействия мелатонина фрагментации ядер не
обнаружено. Апоптоз можно разделить на раннюю
стадию, при которой происходит передача сигнала с
активацией внутриклеточного ответа, и позднюю
стадию, на которой происходит деградация ДНК
[38, 39]. Нами показано, что 5-суточная обработка
мелатонином индуцирует позднюю стадию апопто-
за с фрагментацией ядер, а первый и третий день
воздействия мелатонина соответствуют ранней ста-
дии апоптоза.

Рис. 3. Активация фосфорилированных киназ, регулируемых внеклеточными сигналами (p-ERK и ERK), мелатони-
ном в преадипоцитах 3T3-L1. Клетки выращивали в среде DMEM, содержащей 1% телячьей сыворотки и 1% пеницил-
лина/стрептомицина, а затем обрабатывали различными дозами мелатонина в течение 1, 3 и 5 суток Клеточные лизаты
анализировали с помощью иммуноблотинга (а). Относительную экспрессию p-ERK рассчитывали, как описано в раз-
деле “Экспериментальная часть”. Содержание p-ERK показано в процентах от аналогичной величины в контрольных
образцах (б). Высота столбцов соответствует средним значениям результатов трех независимых экспериментов (отрез-
ками показаны величины SD). *р < 0.05, ***р < 0.001 по сравнению с контролем.
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Протеазы из семейства каспаз, такие как про-
каспаза-3, -8 и -9, регулируют в клетках передачу
сигнала с участием каспазного каскада. Эти фер-

менты действуют как инициаторы гибели клеток в
большинстве путей, включая апоптоз [40]. Каспаза,
активная форма прокаспаз, активируется рецепто-

Рис. 4. Активация каспаз под действием мелатонина в преадипоцитах 3Т3-L1. Клетки выращивали в среде DMEM, со-
держащей 1% телячьей сыворотки и 1% пенициллина/стрептомицина, а затем обрабатывали различными дозами ме-
латонина в течение 1, 3 и 5 суток. Клеточные лизаты анализировали с помощью иммуноблотинга (а). Относительное
содержание каспазы-9 (б), -8 (в) и -3 (г) для каждой группы рассчитывали, как описано в разделе “Экспериментальная
часть”. В качестве контроля нанесения использовали GAPDH. Высота столбцов соответствует средним значениям ре-
зультатов трех независимых экспериментов (отрезками показаны величины SD). *р < 0.05, **р < 0.01, ***р < 0.001 по
сравнению с контролем.
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рами смерти, и сигналы стресса могут регулировать
активацию следующей прокаспазы. Каспаза-3, ак-
тивная форма прокаспазы-3, ‒ основной белок,
ответственный за апоптоз, активируемый каспа-
зой-8; этот процесс называется внешним путем
[41]. Прокаспазы-8 и -9 также важные белки семей-
ства каспаз и играют решающую роль в инициации
апоптоза. Увеличение активности каспазы-9 может
инициировать каспазу-3, которая, в свою очередь,
активирует прокаспазу-9 по принципу обратной
связи при передаче сигнала по внутреннему пути
[42]. Мы убедились, что мелатонин вызывает апо-
птоз через активацию каспаз, причем дозозависи-
мым образом. Показано, что мелатонин может
индуцировать каспаза-3-зависимый апоптоз как
внешнего, так и внутреннего пути.

Кроме того, нами выявлено, что мелатонин сти-
мулирует митохондриальный путь апоптоза через
участие членов семейства Bcl-2 ‒ важных белков
митохондриальнозависимого апоптоза. В их число
входят проапоптотический белок Bax и антиапо-
птотический белок Bcl-2 [43]. Показано, что соот-
ношение Bcl-2 и Bax можно считать индикатором
апоптоза, а сверхэкспрессию Bax использовать
для регуляции апоптоза [44, 45]. В результате про-

веденного исследования выявлено значительное
усиление экспрессии Bax в клетках, обработан-
ных мелатонином. Так, показано, что в преади-
поцитах 3T3-L1 мелатонин индуцирует апопто-
тическую гибель клеток через регуляцию мито-
хондриального пути апоптоза.

Лузиндол, антагонист рецепторов мелатонина
1A и 1B, обычно используется в исследованиях
in vitro для ингибирования ожидаемых эффектов,
индуцированных мелатонином [46, 47]. С целью
убедиться, что эти эффекты обусловлены мелато-
нином, а не другими факторами, клетки сначала
обрабатывали лузиндолом в течение 5 ч, а затем
добавляли мелатонин. Обнаружено, что актива-
ция апоптотических факторов: каспаз-9, -8, -3, –
а также соотношение Bcl-2/Bax оказались разно-
направленными по сравнению с группой, полу-
чавшей только мелатонин. На основании этих
данных по ингибирующему действию лузиндола
можно считать, что мелатонин отвечает за апо-
птоз в преадипоцитах 3T3-L1. Протеинкиназы и
внутриклеточные сигнальные молекулы, извест-
ные под названием ERK (киназы, регулируемые
внеклеточными сигналами), выполняют различ-
ные регуляторные функции, в том числе в отно-

Рис. 5. Активация белка Bcl-2 и Bcl-2-ассоциированного белка X (Bax) под действием мелатонина в преадипоцитах
3T3-L1. Клетки выращивали в DMEM, содержащей 1% телячьей сыворотки и 1% пенициллина/стрептомицина, а за-
тем обрабатывали различными дозами мелатонина в течение 1 дня, 3 дней и 5 дней. Клеточные лизаты анализировали
с помощью иммуноблотинга (а). Соотношение экспрессии Bcl-2/Bax на 1, 3 и 5 сутки рассчитывали, как описано в
разделе “Экспериментальная часть” (б). В качестве контроля нанесения использовали GAPDH. Высота столбцов со-
ответствует средним значениям результатов трех независимых экспериментов (отрезками показаны величины SD).
**р < 0.01, ***р < 0.001 по сравнению с контролем.
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шении таких клеточных процессов, как мейоз,
митоз, клеточная пролиферация и апоптоз [48,
49]. Благодаря этим функциям ERK участвуют и в
гибели клеток, а в случае подавления активации
ERK может происходить индукция апоптоза [50].
ERK-опосредованный путь передачи сигналов
влияет на адипогенез в преадипоцитах 3T3-L1
[51]. Активная форма ERK регулирует функции
сигнального пути, что в конечном счете способ-
ствует выживанию клеток [52]. В этом исследова-
нии нами показано, что обработка мелатонином
приводит к ежедневному снижению экспрессии
активной формы ERK на протяжении 5 суток воз-
действия. На этом основании можно говорить о
том, что мелатонин препятствует выживанию пре-
адипоцитов 3T3-L1.

Для более точного понимания роли ингибирова-
ния ERK в апоптозе, индуцированном мелатони-
ном, клетки предварительно обрабатывали U0126,
ингибитором p-ERK, в течение 2 ч [53]. Хотя и
мелатонин, и U0126 обладают ингибирующим
действием в отношении p-ERK, апоптотический
эффект был ослаблен только в тех случаях, когда
U0126 добавляли до обработки мелатонином, а не
тогда, когда добавляли только U0126. В то же время
для каспазы-9, которая активируется через внут-
ренний путь апоптоза [42], не выявлено значимого
снижения экспрессии под действием U0126. Сле-
довательно, ингибирование ERK-пути как спосо-
ба передачи апоптотических сигналов, индуциру-
емого мелатонином, связано скорее с внешними
сигналами, чем с внутренними. Результаты, по-

Рис. 6. Активация каспаз, Bcl-2 и Bax мелатонином в преадипоцитах 3T3-L1 и влияние предварительной обработки
лузиндолом. Клетки выращивали в DMEM, содержащей 1% телячьей сыворотки и 1% пенициллина/стрептомицина.
Группы лузиндола предварительно обрабатывали 20 мкМ лузиндола в течение 5 ч, а затем обрабатывали 1 мМ мелато-
нина в течение 1 суток. Клеточные лизаты анализировали иммуноблотингом (а). Содержание каспазы-9 (б), -8 (в), -3
(г) и соотношение Bcl-2/Bax (д) рассчитывали, как описано в разделе “Экспериментальная часть”. В качестве контроля на-
несения использовали GAPDH. Высота столбцов соответствует средним значениям результатов трех независимых экспе-
риментов (отрезками показаны величины SD). *р < 0.05, **р < 0.01, ***р < 0.001 по сравнению с мелатонином.
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лученные нами на преадипоцитах, в основном
совпадают с результатами исследований на дру-
гих типах клеток. В клетках гепатокарциномы по
мере увеличения продолжительности воздей-
ствия мелатонином выявили увеличение частоты
остановки клеточного цикла и индукции апопто-
за с повышением содержания Bax и активности
каспаз [29]. Кроме того, в миелоидных клетках
человека HL-60 мелатонин блокировал переход
от фазы G1 к фазе S и индуцировал апоптоз с од-
новременным усилением активации каспаз [54].
Апоптотический сигналинг начинался с актива-
ции белков семейства каспаз и Bax.

В целом на основании полученных нами ре-
зультатов можно говорить о том, что мелатонин
ингибирует рост клеток и играет важную роль в

апоптозе преадипоцитов 3T3-L1. Ожирение свя-
зано с гиперплазией жировой ткани, что обуслов-
лено адипогенезом и пролиферацией преадипо-
цитов. Следовательно, снижение роста адипоци-
тов и индуцирование гибели клеток с помощью
мелатонина может стать важной стратегией в ле-
чении ожирения и сопутствующих заболеваний.
Таким образом, мелатонин может предотвращать
ожирение как фактор, способструющий апопто-
тической гибели преадипоцитов.

Исследование поддержано программой фунда-
ментальных научных исследований (Basic Science
Research Program) через Национальный исследова-
тельский фонд Кореи (the National Research Foun-
dation of Korea, NRF) и профинансировано Мини-

Рис. 7. Активация каспаз, Bcl-2 и Bax мелатонином в преадипоцитах 3T3-L1 и влияние предварительной обработки
U0126. Клетки выращивали в DMEM, содержащей 1% телячьей сыворотки и 1% пенициллина/стрептомицина. Груп-
пы U0126 предварительно обрабатывали 10 мкМ U0126 в течение 2 ч, а затем 1 мкМ мелатонина в течение 1 суток.
Клеточные лизаты анализировали иммуноблотингом (а). Содержание каспазы-9 (б), -8 (в), -3 (г) и соотношение экс-
прессии Bcl-2/Bax (д) рассчитывали, как описано в разделе “Экспериментальная часть”. В качестве контроля нанесе-
ния использовали GAPDH. Высота столбцов соответствует средним значениям результатов трех независимых экспе-
риментов (отрезками показаны величины SD). *p < 0.05 по сравнению с мелатонином.
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стерством образования (the Ministry of Education,
NRF-2015R1D1A1A01060699).

Эта статья не содержит никаких исследований
с участием человека или животных, выполнен-
ных кем-либо из авторов.

От всех участников исследования получено
информированное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MELATONIN INDUCES APOPTOTIC CELL DEATH
IN 3T3-L1 PREADIPOCYTES

J. Lee1, Y.-M. Yoo2, Y. H. Lee1, and C. H. Kim1, *
1Department of Biomedical Engineering, College of Health Sciences, Yonsei University,

Wonju, Gangwon-do, 26493 Republic of Korea
2Laboratory of Veterinary Biochemistry and Molecular Biology, College of Veterinary Medicine,

Chungbuk National University, Cheongju, Chungbuk, 28644 Republic of Korea
*e-mail: chihyun@yonsei.ac.kr

Obesity is a major disease that causes significant complications. Inhibition of preadipocyte proliferation has
the potential to prevent obesity and metabolic diseases. Melatonin is a pineal gland hormone that has various
effects on cells and tissues. In this research, we investigated whether melatonin induces apoptosis in 3T3-L1
preadipocytes. 3T3-L1 preadipocytes were cultured until confluence and then treated with 0, 10, 100, and
1000 μM melatonin for 1, 3, and 5 days. A Cell viability assay kit was used for determining cell viability. Cell
death marker proteins were assessed by Western blot analysis using GAPDH for control. Apoptotic morphological
changes with nuclei fragmentation were observed using DAPI staining. Melatonin treatment decreased the
phosphorylated extracellular signal-regulated kinases (p-ERK) activation while increasing the activation of
caspase-3, -8, and -9. Furthermore, melatonin not only increased Bcl-2-associated X protein (Bax) but de-
creased B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) expression as dose increases from 0 to 1000 μM. The melatonin treatment
also suppressed the growth of preadipocytes with increasing concentration. These effects were attenuated by
luzindole, a melatonin receptor antagonist, and U0126, an inhibitor of p-ERK activation. In conclusion,
melatonin can induce apoptosis of 3T3-L1 preadipocytes via p-ERK decrease.

Keywords: apoptosis, cell death, melatonin, obesity, preadipocytes
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