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Эпифиз играет ключевую роль в координации различных функций организма. Основную часть клеток
эпифиза составляют пинеалоциты, а вторые по количеству – глиальные клетки, данные по которым про-
тиворечивы. Настоящая работа предпринята для изучения астроглиальных клеток эпифиза человека с по-
мощью иммуногистохимического метода с применением микроскопии проходящего света и, впервые, с
использованием конфокальной лазерной микроскопии. Для маркирования астроцитов использовали ан-
титела к глиальному фибриллярному кислому белку (GFAP) и виментину. В эпифизе человека выявлено
большое число GFAP- и виментин-иммунопозитивных структур. GFAP был локализован в полигональ-
ных клетках, расположенных в дольках среди пинеалоцитов, а виментин – в кровеносных сосудах и округлых
клетках, локализованных преимущественно в трабекулах и частично в пинеальных дольках. И GFAP-, и ви-
ментин-иммунореактивные клетки имели по несколько длинных ветвящихся отростков, которые прони-
зывали всю паренхиму эпифиза, образуя густую сеть, и заканчивались на поверхности эпифиза, кровенос-
ных сосудах и вокруг конкрементов. GFAP-иммунореактивные волокна плотно оплетали все конкремен-
ты (одиночные и в группах), тогда как виментин-иммуноположительные отростки окружали лишь часть
из них. Исследование последовательных срезов эпифиза показало, что совпадение локализации GFAP и
виментина для клеток эпифиза не типично. Можно полагать, что в эпифизе человека существуют две от-
дельные популяции астроцитоподобных клеток, GFAP- или виментин-содержащие, и различающиеся не
только цитохимически, но и по морфологическим особенностям и локализации клеточных тел, а также по
расположению отростков.
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Эпифиз (шишковидное тело, пинеальная железа,
лат. glandula pinealis) – это нейроэндокринный ор-
ган, основная функция которого состоит в том, что-
бы получать информацию о текущем состоянии све-
тового режима в окружающей среде (свет или темно-
та) и передавать эту информацию на внутренние
системы организма с помощью секреции гормона
мелатонина. Синтез и секреция мелатонина подвер-
жены циркадным колебаниям: с наступлением тем-
ноты синтез мелатонина и его концентрация в крови
значительно возрастает, при свете синтез мелатони-
на подавлен и концентрация его в крови падает. В
соответствии с концентрацией мелатонина в крови в
течение суток циклично меняется активность внут-
ренних органов. Эпифиз играет ключевую роль в ко-
ординации различных функций организма, в первую
очередь, регуляции цикла бодрствование–сон, но,
кроме того, влияет на репродуктивную функцию, им-
мунитет и реакцию организма на стресс. К настоящему
времени установлено, что функциональная актив-

ность эпифиза нарушена при ряде нервных и психиче-
ских заболеваний (болезнь Альцгеймера, заболевания
аутистического спектра и др.), а также в старости (Ste-
hle et al., 2011). Причины и механизмы этих наруше-
ний, как и механизмы регуляции деятельности пинеа-
лоцитов в норме пока не установлены.

Что касается структуры шишковидной железы у
человека, то она имеет грушевидную форму, про-
дольный размер составляет до 10 мм, поперечный –
4–8 мм. Эпифиз является частью эпиталамуса и распо-
ложен в задней части III желудочка, между каудальной
комиссурой и дорсальной комиссурой уздечки, на
верхних бугорках крыши среднего мозга. Паренхима
пинеальной железы представлена дольками, частич-
но разделенными соединительнотканными трабеку-
лами и состоит из многочисленных клеток, пинеало-
цитов и кровеносных сосудов.

Большинство клеток эпифиза составляют синте-
зирующие мелатонин эндокринные клетки – пинеа-
лоциты. Кроме них в эпифизе выявлены глиальные
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клетки, тучные и нейроноподобные клетки (Фёдо-
рова и др., 2018; Pedersen et al., 1993; Sato et al., 1994;
Ibanez Rodriguez et al., 2016; Григорьев и др., 2020;
Csaki et al, 2021), причем астроцитоподобные клетки
составляют вторую по численности клеточную по-
пуляцию после пинеалоцитов. К настоящему време-
ни доказано, что астроглия в центральной нервной
системе выполняет множество функций: она участвует
в иммунной защите, обмене нейромедиаторов, синап-
тической передаче, синаптогенезе, нейрогенезе во
взрослом мозге, в регуляции кровотока в мозговых со-
судах, функционировании гематоэнцефалического ба-
рьера, водно-электролитном обмене (Sofroniew,
Vinters, 2010; Butt, Verkhratsky, 2018; Lago-Baldaia et al.,
2020). Учитывая полифункциональность астрогли-
альных клеток, не удивительно утверждение об их
причастности к патогенезу многих, если не всех нев-
рологических заболеваний (Sofroniew, Vinters, 2010;
Verkhratsky et al., 2011; Dossi et al., 2018; Гомазков,
2020; Fernández-Blanco, Dierssen, 2020). Функции
астроцитов, специфические для эпифиза, пока не
определены, но вполне вероятно их участие в регу-
ляции функциональной активности пинеалоцитов
как в норме, так и при патологических состояниях.
Однако, в отличие от структуры и функции пинеало-
цитов, которые интенсивно исследовались в послед-
ние полвека, астроглиальные клетки эпифиза изуча-
лись недостаточно. Морфологическое описание астро-
цитов в эпифизе было дано с помощью классических
гистологических методов еще в первой половине ХХ в.
(Scharenberg, Liss, 1965), а попытки иммуногистохими-
ческого исследования пинеальных астроцитов пред-
принимались сразу после появления соответствующих
специфических для астроглии антител, однако бóль-
шая часть работ была проведена на эпифизе животных,
тогда как астроглия эпифиза человека с помощью им-
муногистохимии исследовалась в единичных рабо-
тах, причем все – в начале 1980-х годов, в период, ко-
гда иммуногистохимические методы были несовер-
шенны (Lowenthal et al., 1982; Papasozomenos, 1983;
Zang, 1985). В настоящем исследовании морфологиче-
ские особенности астроглиальных клеток эпифиза че-
ловека были изучены с помощью иммуногистохимии
и впервые – с помощью конфокальной лазерной мик-
роскопии с использованием двух взаимодополняю-
щих маркеров астроцитов – антител к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) и вименти-
ну. Цель исследования состояла в изучении распре-
деления и локализации GFAP- и виментин-иммуно-
позитвных структур в эпифизе человека.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Исследование проведено на образцах эпифиза
человека (n = 9, 16–68 лет) из архива отдела общей и
частной морфологии Института экспериментальной
медицины. Архивация биологического материала
была проведена с соблюдением этических норм, что
подтверждено положительными заключениями ло-

кального этического комитета ФГБНУ ИЭМ № 58–
9/1–684 от 11.12.2009 г. и № 2/22 от 06.04.2022 г. Об-
разцы эпифиза были фиксированы в спирт−форма-
лине или цинк−этанол−формалине (Korzhevskii
et al., 2015), обезвожены и залиты в парафин по об-
щепринятой методике. Из парафиновых блоков го-
товили серийные срезы толщиной 7 мкм на ротаци-
онном микротоме (Leica RM 2125RT) и наклеивали
на предметные стекла с адгезивным покрытием His-
tobond+ (Marienfeld, Германия). После стандартной
процедуры депарафинирования препараты подвер-
гали тепловому демаскированию в цитратном моди-
фицированном буфере S1700 (Dako, Дания).

Для иммуногистохимического исследования
эпифиза мозга использовали антитела к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) (в разведе-
нии 1 : 500, Agilent-Dako, Santa Clara, CA, США) и ви-
ментину (клон SP-20 в разведении 1 : 200, Spring Biosci-
ence, Pleasanton, CA, США). В качестве вторичных ан-
тител для световой микроскопии использовали
наборы Mach2 Universal HRP Polymer Kit for mouse
and rabbit (Biocare Medical, США) и Reveal Polyvalent
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience,
США). Для визуализации продукта иммуногистохи-
мической реакции применяли 3,3-диаминобензи-
дин (набор реагентов DAB+, Dako, Дания), часть
срезов подкрашивали гематоксилином. Для конфо-
кальной микроскопии в качестве вторичных реаген-
тов применяли биотинилированные антитела про-
тив иммуноглобулинов кролика из набора R&D Cell
and Tissue Staining Kit (R&D Systems, США) и биоти-
нилированные вторичные антитела из набора
VECTASTAIN Universal Quick HRP kit (Vector Labs,
США). Затем срезы обрабатывали конъюгатом
стрептавидина с флуорохромом Rhodamine Red™-X
(RRX) (Jackson ImmunoResearch, США). Ядра были
подкрашены флуоресцентным красителем SYTOX
Green (Invitrogen, США). Срезы заключали в быстро
сохнущую нефлуоресцирующую среду Cytoseal™ 60
(Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI, США).

Для исследования полученных препаратов ис-
пользовали микроскоп Leica DM750 с цифровой фо-
токамерой ICC50 (Leica Microsystems, Wetzlar, Гер-
мания). Флуоресцентно окрашенные препараты
изучали с помощью конфокального лазерного мик-
роскопа LSM800 (Carl Zeiss, Oberkochen, Германия)
с использованием программного обеспечения для
обработки изображений Zen-2012 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Предварительный гистологический анализ об-
разцов эпифиза человека показал их хорошую со-
хранность, типичное лобулярное строение, наличие
многочисленных конкрементов (кальцификаты или
псаммомные тельца) и отдельных кист в его па-
ренхиме.
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Иммуногистохимическое исследование препара-
тов с помощью реакции на виментин показало, что
этот белок выявляется преимущественно в клетках
трабекул, разделяющих паренхиму эпифиза на дольки
(рис. 1). Как правило, иммунопозитивными оказыва-
ются клетки, ассоциированные с кровеносными сосу-
дами, которые четко прослеживаются в составе трабе-
кул и редко выявляются в составе паренхимы эпифиза.
Эти клетки имеют округлую или овальную форму и
обычно 1–2 отростка, которые могут оканчиваться на
кровеносных сосудах, и морфологически отличаются
от типичных звездчатых астроцитов. Виментин-им-
муноположительные отростки локализуются чаще в
трабекулах эпифиза. В некоторых случаях наблюда-
ются отдельные области в эпифизе с многочислен-
ными виментин-иммуноположительными клеточ-
ными телами и отростками.

Иммуногистохимическое окрашивание препара-
тов с помощью антител к GFAP в светооптическом
микроскопе обнаружило многочисленные равно-
мерно распределенные GFAP-иммунореактивные
отростки и отдельные клеточные тела в паренхиме
эпифиза (рис. 1в, г). Отростки образовывали густую
сеть, которая оплетала кровеносные сосуды и кон-
кременты (рис. 1г, 4в, г). GFAP-иммунореактивные
клеточные тела были меньше пинеалоцитов, встре-
чались редко, обычно среди пинеалоцитов внутри
долек. Исследование с помощью конфокального ла-
зерного микроскопа показало, что тела GFAP+-аст-

роцитов имеют полигональную форму, толстые пер-
вичные отростки и несколько тонких разветвляю-
щихся вторичных отростков (рис 2а, б). Отростки
располагались между пинеалоцитами в дольках эпи-
физа, причeм редко удавалось увидеть, чтобы от-
ростки проходили через трабекулы (рис. 2а). Cети
разнонаправленных и пучки однонаправленных
GFAP-иммуноположительных волокон встречались
примерно с такой же частотой, что и виментин-им-
мунореактивные. Часто волокна образовывали гу-
стое сплетение в центральной части эпифиза, на пе-
риферии располагались с меньшей плотностью, но
формировали очень плотную кайму по краевой по-
верхности (рис. 2д).

При исследовании последовательных срезов,
окрашенных на виментин и GFAP, было обнаруже-
но, что виментин-иммунопозитивные тела и отрост-
ки не совпадают по локализации с GFAP-иммуно-
позитивными, то есть представляют собой две раз-
ные популяции клеток (рис. 3а, б). Эта картина
наблюдается и при исследовании случаев, в которых
присутствовал обширный глиоз. Области с глиозом
локализовались, как правило, в центральной части
эпифиза, где отростки и тела глиальных клеток рас-
полагались концентрически. При этом при окраске
на GFAP в этой области наблюдались лишь однона-
правленные отростки и окрашенные гематоксили-
ном ядра клеток, в то время как на параллельном
срезе при окраске на виментин помимо разнона-

Рис. 1. Распределение астроцитарных маркеров в эпифизе человека. Иммуногистохимическая реакция на виментин (а, б) и
GFAP (в, г). Преимущественная локализация виментина в кровеносных сосудах соединительнотканных трабекул эпифиза (а,
б), GFAP – в дольке эпифиза (в, г). а–в – Стрелка – долька эпифиза, головка стрелки – трабекула эпифиза. г – GFAP+-во-
локна в паренхиме эпифиза (отмечены стрелкой). Масштабный отрезок равен 200 мкм (а, в) и 50 мкм (б, г).

 в  г 

 а  б 
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правленных отростков (которые были более редки-
ми по сравнению с GFAP+-отростками) наблюда-
лись и виментин+-тела округлой и полигональной
формы (рис. 3в, г).

В большинстве исследованных случаев в эпифизе
были обнаружены многочисленные кальцификаты,
которые были либо одиночными, либо формирова-
ли группы. Они могут локализоваться как в цен-

Рис. 2. Распределение GFAP в эпифизе человека. Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуногистохимическая реакция
на GFAP (красная флуоресценция) с подкраской ядер SYTOX Green (зеленый цвет). а, б – локализация и морфология
GFAP+-астроцитов (указаны стрелкой) в пределах дольки эпифиза. в, г – Изолирующая глиальная прослойка, сформирован-
ная отростками астроцитов (указаны стрелкой), К – кальцификат. д – Краевая область эпифиза. Одиночная стрелка – отрост-
ки астроцитов, головка стрелки – краевая область эпифиза. а, б, д – одиночный оптический срез, г – трехмерная реконструк-
ция, в – проекция 37 оптических срезов. Масштабный отрезок равен 50 (а), 20 (б), 10 (в, г), 200 мкм (д).

 в 

 д 

 г 

 а  б 
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тральных областях эпифиза, так и по периферии.
GFAP- и виментин-иммунореактивные волокна
оплетают своими отростками и одиночные конкре-
менты, и их группы, формируя изолирующую про-
слойку от окружающей нервной ткани (рис 4а, в).
При этом при окраске на виментин не все конкре-
менты (как правило, это касается одиночных каль-
цификатов) были изолированы виментин-иммуно-
реактивными волокнами (рис 4б), в отличие от
GFAP, который наблюдался вокруг всех кальцифи-
катов (рис. 4в, г). При исследовании с помощью кон-
фокального лазерного микроскопа и построения
трехмерных реконструкций видно, что в областях
локализации кальцификатов GFAP+-волокна фор-
мируют густую сеть, а сама глиальная изолирующая
прослойка плотно примыкает по всей поверхности
кальцификата.

При попадании на препарат вместе с эпифизом
соседних участков мозга обращало на себя внима-
ние, что виментин-иммуноположительные волокна
и тела клеток встречались в эпифизе в значительно
большем количестве, чем в прилежащих отделах го-
ловного мозга.

ОБСУЖДЕНИЕ

В представленной иммуногистохимической ра-
боте были использованы антитела к глиальному
фибриллярному кислому белку (GFAP) и виментину

(виментин ранее в эпифизе человека не исследовал-
ся). GFAP – это белок промежуточных филаментов
астроцитов и общепризнанный селективный маркер
астроглиальных клеток (Сухорукова и др., 2015; Ko-
vacs, 2017; O’Leary et al., 2020). Виментин – также бе-
лок промежуточных филаментов, который пред-
ставлен преимущественно в клетках мезенхимного
происхождения. В раннем онтогенезе виментин экс-
прессируется почти во всех клетках, но по мере их
дифференцировки, этот белок в большинстве клеток
перестает синтезироваться, и его можно обнаружить
только в некоторых типах клеток, таких как фиброб-
ласты, эндотелиоциты, макрофаги, меланоциты,
шванновские клетки и эпендимоциты (Kovacs, 2017;
O’Leary et al., 2020; Sarnat, Yu, 2022). В полном соот-
ветствии с этими данными мы наблюдали иммуно-
реактивность виментина в эндотелиальных клетках
сосудов, а также в астроцитоподобных клетках эпи-
физа человека. Кроме того, виментин выявлен в ря-
де клеток, которые не являются астроцитоподобны-
ми клетками стромы эпифиза. Последние, по на-
шим наблюдениям, имели округлую форму, обычно
1–2 отростка и морфологически отличались от ти-
пичных звездчатых астроцитов. GFAP-иммунополо-
жительные клетки имеют полигональную форму,
как правило, несколько толстых первичных отрост-
ков, от которых отходят тонкие разветвляющиеся
отростки, что более соответствует форме волокни-
стых астроцитов. Характерно, что если GFAP-имму-
нореактивные тела клеток располагались среди пи-

Рис. 3. Различная локализация GFAP+- и виментин+-структур на последовательных срезах эпифиза человека. Распределение
GFAP+-волокон (а) и виментин+-тел (б) в паренхиме долек. в, г – обширный глиоз в эпифизе человека. Стрелками отмечены
отростки GFAP+-волокон (а, в) и виментин-иммуноположительных клеточных тел (б, г). Ядра клеток окрашены гематокси-
лином. Масштабный отрезок равен 50 мкм.

 в  г 

 а  б 
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неалоцитов в пинеальных дольках, то виментин-им-
мунореактивные клеточные тела встречались в
дольках эпифиза редко, чаще они локализовались в
соединительнотканных трабекулах.

Длинные виментин-иммунореактивные волокна
тянутся через всю толщу эпифиза и могут заканчи-
ваться на краевой поверхности, кровеносных сосу-
дах или окружать кальцификаты. Однако характер-
но, что если GFAP-иммунореактивные волокна
оплетают практически все конкременты, одиночные
и в группах, формируя плотную изолирующую про-
слойку от окружающей ткани, то виментин-имму-
нореактивные отростки окружают только часть из
них. Возможно, виментин-иммуноположительные
клетки оплетают кальцификаты, которые формиро-
вались в области трабекул эпифиза.

Известно, что в ходе нормального и патологиче-
ского развития центральной нервной системы ради-
альная глия и незрелые астроциты экспрессируют в
основном виментин, а по мере дифференцировки –
преимущественно GFAP. Поэтому считается, что
виментин характерен для дифференцирующихся
астроцитов, а глиальный фибриллярный кислый бе-
лок – для зрелых астроглиальных клеток (Boya, Cal-
vo, 1993). Исходя из этих данных, можно было бы
предположить, что в эпифизе человека существует
пул зрелых (содержащих GFAP) и пул незрелых (со-
держащих виментин) астроцитов. Однако, по на-
шим наблюдениям, виментин-иммунореактивные
клетки обладают хорошо развитой сетью отростков,

пронизывающих все части эпифиза, плотно опуты-
вающие кровеносные сосуды, конкременты и выхо-
дящие на краевую поверхность, вследствие чего их
трудно считать незрелыми. Кроме того, сопоставле-
ние распределения GFAP и виментина на соседних
срезах не позволило в подавляющем большинстве
случаев обнаружить совпадения их локализации, что
свидетельствует против солокализации этих двух
белков и указывает на отсутствие или малое число
переходных форм астроцитов, содержащих оба бел-
ка одновременно. Эти данные приводят к выводу,
что в эпифизе человека астроглия представлена дву-
мя цитохимически различающимися подвидами:
GFAP- и виментин-содержащими астроцитоподоб-
ными клетками. Нужно заметить, что ранее сходное
разделение астроцитов на субпопуляции, различаю-
щиеся по цитохимическому составу, отмечали в
эпифизе взрослых лабораторных животных (Huang
et al., 1984; Schachner et al., 1984; Calvo et al., 1988;
López–Muñoz, 1992), однако в эпифизе человека две
цитохимически различные субпопуляции глиаль-
ных клеток описаны впервые в настоящем исследо-
вании. Кроме того, виментин-иммунопозитивные
клетки также могут быть представлены двумя подти-
пами: виментин+-клетками, расположенными в тра-
бекулах, и виментин+-клетками, локализованными
в дольках эпифиза. Эти подтипы могут различаться
функционально в связи с разной локализацией в
эпифизе.

Рис. 4. Кальцификаты в эпифизе человека. Иммуногистохимическая реакция на виментин (а, б) и на GFAP (в, г). Вимен-
тин+- (а) и GFAP+- (в, г) волокна формируют изолирующую прослойку от окружающей ткани. б – Отсутствие глиальной про-
слойки вокруг группы кальцификатов, при окраске на виментин. Ядра клеток окрашены гематоксилином. К – кальцификат.
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Обильное представление астроглиальных воло-
кон на поверхности эпифиза, омываемой церебро-
спинальной жидкостью III желудочка мозга, указы-
вает на возможное их участие также в транспортных
процессах между эпифизом и ликвором, в том числе,
возможно, в транспортировке мелатонина из пинеа-
лоцитов в ликвор.

Густое оплетение астроглиальными волокнами
пинеальных конкреций пока не имеет объяснения,
поскольку неизвестна причина возникновения и
возможная функция конкреций. Они представляют
собой минерализованные (кальцифицированные)
остатки органических соединений, обладают рядом
интересных биофизических свойств, встречаются в
эпифизе людей разного возраста примерно в одина-
ковом количестве и число их заметно изменяется
при ряде нервных и психических заболеваний (Ba-
connier et al., 2002; Фокин и др., 2006). Самое простое
объяснение заключается в том, что астроглиальные
волокна изолируют конкреции для защиты от меха-
нического повреждения пинеальных клеток и воло-
кон. Так ли это на самом деле, ещё предстоит выяс-
нить.

Суммируя, можно сказать, что проведенное ис-
следование показало наличие в эпифизе человека
небольшого числа астроцитоподобных клеток, кото-
рые располагаются в дольках среди плотно упако-
ванных пинеалоцитов и дают начало многочислен-
ным разветвленным волокнам большой длины, ко-
торые образуют густую сеть во всей паренхиме
эпифиза. Продемонстрировано наличие двух подти-
пов клеток – содержащих либо GFAP, либо вимен-
тин, которые отличаются не только цитохимически,
но и морфологически, а также локализуются в раз-
ных компартментах эпифиза (GFAP+-клетки лока-
лизуются преимущественно в дольках, виментин+-
клетки – в трабекулах эпифиза). Установлено, что
кальцификаты оплетены волокнами астроцитов.
При этом GFAP+-астроциты заметно чаще чем ви-
ментин+-астроциты формировали изолирующую
прослойку вокруг конкрементов. Все вышесказан-
ное может указывать и на функциональные разли-
чия этих двух подтипов глиоцитов. Последующие
исследования глиальных клеток эпифиза помогут
установить их роль в нормальном функционирова-
нии пинеалоцитов, а также понять их причастность
к развитию различных патологий эпифиза.
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GFAP- and Vimentin-Containing Stuctures in Human Pineal Gland
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The pineal gland plays a key role in coordinating various bodily functions. The main part of the pineal cells are pi-
nealocytes, and the second largest are glial cells, the data on which are contradictory. The purpose of this study is to
investigate the astroglial cells in the human pineal gland using immunohistochemistry with transmitted light micros-
copy and, for the first time, with confocal laser microscopy. Astrocytes were labeled with antibodies to glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and vimentin. A large number of GFAP- and vimentin-expressing structures were revealed
in the human pineal gland. GFAP was localized in polygonal cells located among pinealocytes in lobules, while vi-
mentin was localized in blood vessels and rounded cells localized mainly in trabeculae and partially in pineal lobules.
Both GFAP- and vimentin-immunoreactive cells gave rise to several long branching processes that penetrated the
entire pineal parenchyma, forming a dense network, and ended on the surface of the pineal gland, blood vessels, and
around calcifications. GFAP-immunoreactive fibers tightly entwined all calcifications (single and in groups), while
vimentin-immunopositive processes surrounded only a part of them. The study of consecutive sections of the pineal
gland showed very rare (if any) coincidence of the localization of GFAP and vimentin in pineal cells. The obtained
data suggest that there are two separate populations of astrocyte-like cells in the human pineal gland, that express
GFAP or vimentin and differ not only cytochemically, but also in morphological features and localization of cell
bodies, as well as in the distribution of processes.
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