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Резюме

Клетки линии Caco-2 обладают основными свой ствами энтероцитов тонкого кишечника, а, следовательно, могут быть 
использованы для исследования абсорбции лекарственных веществ.

Цель. Охарактеризовать и подтвердить свой ства линии клеток Caco-2 из Института цитологии РАН и оценить с ее 
помощью механизм абсорбции оригинального отечественного лекарственного препарата — этилметилгидроксипи-
ридина сукцината (ЭМГПС).

Материалы и методы. Исследование выполнено на клетках Сасо-2, которые культивировали в течение 21 сут, так как 
при этом сроке происходит их спонтанная дифференцировка в поляризованные клетки, подобные энтероцитам тонкого 
кишечника. Плотность клеточного монослоя оценивали по величине трансэпителиального сопротивления. Количество 
основных эффлюксных белков транспортеров гликопротеина- Р (Pgp) и белка резистентности рака молочной железы 
(BCRP) в клетках Caco-2 анализировали с помощью иммуноферментного анализа. В специализированных трансвелл- 
системах изучали транспорт субстрата Pgp фексофенадина (40, 150 и 300 мкМ), субстрата BCRP — метотрексата (5, 10, 
50 мкМ) и ЭМГПС (10, 100 и 250 мкМ) через клеточный монослой.

Результаты исследования. К 21 сут культивирования клетки линии Сасо-2 формировали сливающийся монослой 
с плотными контактами. Количество Pgp и BCRP составило 110,8±14,1 нг/мг и 4,39±0,12 нг/мг соответственно, что соот-
носится с количеством данных белков в тонком кишечнике человека. Транспорт фексофенадина (40, 150 и 300 мкМ) 
и метотрексата (5 мкМ) из базолатеральной камеры в апикальную (соответствует транспорту из энтероцитов в просвет 
кишечника) преобладал над транспортом в противоположном направлении, что связано с функционированием Pgp 
и BCRP и подтверждает адекватность тест-системы. Транспорт ЭМГПС существенно превосходил по интенсивности 
транспорт фексофенадина и метотрексата и был симметричен по отношению к клеточному монослою.

Заключение. Таким образом, клетки линии Caco-2, коммерчески доступные в Российской Федерации, обладают 
основными свой ствами энтероцитов тонкого кишечника, и могут быть использованы для исследования абсорбции 
лекарственных веществ in vitro. ЭМГПС быстро проходит через клеточный монослой, а механизмом его абсорбции 
является пассивная диффузия, без участия специфических транспортеров — Pgp и BCRP.

Ключевые слова: клетки линии Caco-2, абсорбция, гликопротеин- Р, белок резистентности рака молочной железы, 
этилметилгидроксипиридина сукцинат
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Summary

Cells of the Caco-2 line have the basic properties of enterocytes of the small intestine, and therefore can be used to study the 
absorption of medicinal substances.

Aim. To characterize the properties of the Caco-2 cell line from the Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences 
and to evaluate with its help the mechanism of absorption of the original domestic drug — ethylmethylhydroxypyridine 
succinate (EMGPS).

Materials and methods. The study was performed on Caco2 cells that were cultured for 21 days, since at this time their 
spontaneous diff erentiation into polarized cells similar to enterocytes of the small intestine occurs. The density of the cell 
monolayer was estimated by the value of transepithelial resistance. The number of major effl  ux proteins of glycoprotein- P 
transporters (Pgp) and breast cancer resistance protein (BCRP) in Caco-2 cells was analyzed using enzyme immunoassay. In 
specialized transwell systems, the transport of the Pgp substrate fexofenadine (40, 150 and 300 microns), the BCRP substrate 
methotrexate (5, 10, 50 microns) and EMGPS (10, 100 and 250 microns) through the cell monolayer was studied.

The results of the study. By day 21 of cultivation, cells of the Caco2 line formed a merging monolayer with pronounced 
dense contacts. The amount of Pgp and BCRP was 110.8±14.1 ng/mg and 4.39±0.12 ng/mg, respectively, which correlates 
with the amount of these proteins in the human small intestine. Transport of fexofenadine (40, 150 and 300 microns) and 
methotrexate (5 microns) from the basolateral chamber to the apical chamber (corresponding to transport from enterocytes 
to the intestinal lumen) prevailed over transport in the opposite direction, which is associated with the work of Pgp an d BCRP. 
The transport of EMGPS signifi cantly exceeded the transport of fexofenadine and methot rexate and was symmetrical with 
respect to the cellular monolayer.

Conclusion. Thus, the cells of the Caco-2 line, commercially available in the Russian Federation, have the basic properties of 
enterocytes of the small intestine, and can be used to study the absorption of medicinal substances in vitro. EMGPS quickly 
passes through the cellular monolayer, and the mechanism of its absorption is passive diff usion, without the participation 
of specifi c transporters.

Keywords: Caco-2 cells, absorption, glycoprotein- P, BCRP, ethylmethylhydroxypyridine succinate
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Введение

Клетки линии Caco-2 (colorectal adenocarcinoma 
cells – клетки аденокарциномы ободочной кишки 
человека) были выделены из человеческой коло-
ректальной аденокарциномы [1]. Однако, в ходе 
дальнейших исследований было показано, что при 
культивировании в виде монослоя на планшетах 
или полупроницаемой мембране они спонтанно 
дифференцируются в клетки, структурно и функ-
ционально сходные с энтероцитами тонкого ки-
шечника человека [2].

Большинство кишечных транспортеров 
и ферментов экспрессируются в монослое кле-
ток Сасо-2: гликопротеин- Р (Pgp), белок устой-
чивости рака молочной железы (BCRP), транс-
портер H+/ди-трипептида (PEPT1), полипептид, 
транспортирующий органические анионы 2B1 
(OATP-B), глутатион S-трансфераза (GST), UDP-
глюкуронозилтрансфераза (UGT) и ряд других. 
Цитохром P450 3A4 (CYP3A4) конститутивно от-
сутствует или плохо экспрессируется в клетках 
Caco-2, но его уровни можно индуцировать ин-
кубацией с 1α,25-дигидроксивитамином D3, ак-
тивным метаболитом витамина D, или повышать 
путем трансфекции клеток [3].

В клетках линии Caco-2 также экспрессируются 
ядерные рецепторы, характерные для энтероцитов: 
рецептор витамина D (VDR), глюкокортикоидный 
рецептор (GR), рецептор, активируемый перокси-
сомным пролифератором (PPAR), фарнезоидный 
X-рецептор (FXR) и ряд других [3].

В тоже время, радиус пор плотных контактов 
в Caco-2 ( 4,5 Å) [4] почти в два раза меньше, чем 
в кишечнике человека ( 8–13 Å) [5].

Несмотря на это, линия клеток Caco-2 является 
наиболее распространенной моделью для прогнози-
рования пероральной биодоступности и исследова-
ния механизмов абсорбции веществ [6, 7].

Также согласно рекомендациям FDA (Food and Drug 
Administration) и EMA (European medicines agency) клет-
ки линии Caco-2 являются адекватной тест-системой 
для оценки принадлежности лекарственных веществ 
к субстратам белков- транспортеров Pgp и BCRP [8].

Pgp и BCRP – это эффлюксные АТФ-зависимые 
белки, обеспечивающие выведение веществ- 
субстратов из энтероцитов в просвет кишечника, 
и таким образом ограничивающие их абсорбцию [9].

В Российской Федерации коммерчески доступны 
клетки линии Caco-2 из ЦКП «Коллекция культур 
клеток позвоночных», Института цитологии РАН, 
(Санкт- Петербург, Россия).

При работе с клеточными линиями следует учи-
тывать, что их свой ства могут изменяться в зави-
симости от количества пассажей, срока и условий 
культивирования.

Поэтому целью настоящего исследования было 
охарактеризовать и подтвердить свой ства линии 
клеток Caco-2 из Института цитологии РАН, а также 
оценить с ее помощью механизм абсорбции ориги-
нального отечественного лекарственного препарата – 
этилметилгидроксипиридина сукцината (ЭМГПС).

Материалы и методы

Исследование выполнено на линии клеток адено-
карциномы ободочной кишки человека (Caco-2) 
(ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных», 
Санкт- Петербург, Россия). Клетки культивирова-
ли при 37ºС и 5% содержании СО2 в инкубаторе 
WS-189C (“World Science”, Корея) в Дульбекко мо-
дифицированной среде Игла (DMEM) с высоким 
содержанием глюкозы (4500 мг/л), с добавлением 
L-глутамина (4 мМ), 15% эмбриональной бычьей 
сыворотки, 100 ЕД/мл и 100 мкг/мл пенициллина 
и стрептомицина (все составляющие производства 

“Sigma- Aldrich”, Германия) соответственно [10].
Визуализацию клеток выполняли с помощью 

инвертированного микроскопа Olympus CKX-53 
(“Olympus”, Япония).

Для количественной оценки транспортных бел-
ков Рgp и BCRP, клетки линии Сасо-2 культивиро-
вали в 6-луночных планшетах (Corning, США) 21 
сут. После завершения культивирования клетки 
снимали с лунок раствором трипсин- ЭДТА (0,25% 
трипсина и 0,2% ЭДТА, “Sigma- Aldrich”, США) 
и лизировали трехкратным циклом заморозка- 
разморозка. В полученном лизате клеток с помо-
щью коммерческого набора для гетерогенного им-
муноферментного анализа оценивали количество 
Pgp и BCRP (“Blue gene”, Китай).

Для оценки абсорбции лекарственных веществ 
с помощью клеток линии Caco-2 их культивиро-
вали в специальных трансвелл- системах (12 mm 

Transwell® with 0,4 μm Pore Polycarbonate Membrane 
Insert, Sterile, “Corning”, США), состоящих из двух 
камер: апикальной и базолатеральной (рис. 1). Дно 
апикальной камеры представлено полупроница-
емой мембраной, на которую высеивали клетки 
Caco-2.

Через 21 сут при формировании монослоя с плот-
ными клеточными контактами трансвелл- систему, 
содержащую клетки линии Caco-2, использовали 
для проведения транспортных экспериментов.

Целостность клеточного монослоя оценивали 
по величине трансэпителиального сопротивле-
ния, которое определяли с помощью вольтметра 
Millicell ERS-2 (“Millipore”, США). При его значении 
выше 500 мОм×см2 выполняли транспортные экс-
перименты. Для этого питательную среду заменяли 
на транспортную среду, представляющую собой 
раствор Хэнкса (“Sigma- Aldrich”, Германия) с 25 
мМ Хепес (“Sigma- Aldrich”, Германия) и 1% диме-
тилсульфоксида («ПанЭко», Россия).

Оценивали транспорт следующих веществ: фек-
софенадин (40, 150 и 300 мкМ) – субстрат Pgp, ме-
тотрексат (5, 10, 50 мкМ) – субстрат BCRP и ЭМГПС 
(10, 100 и 250 мкМ).

Вначале данные вещества добавляли в базола-
теральную камеру и через 1, 2 и 3 часа забирали 
образцы из апикальной камеры- реципиента для 
определения концентрации субстрата (a-b транс-
порт, характеризующий абсорбцию веществ или 
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Рисунок 1. Структура трансвелл- 
системы.

Рисунок 2. Этапы формирования 
клеточного монослоя 
клеток линии Сасо-2, ×200. 
Фазово- контрастная ми-
кроскопия.

Рисунок 3. Динамика роста трансэпи-
телиального сопротивле-
ния (TEER) монослоя клеток 
линии Caco-2 при культиви-
ровании в течение 30 суток, 
мОм×см2 (М±SD).

Таблица 1.
Транспорт различ-
ных лекарствен-
ных веществ через 
монослой клеток 
линии Caco-2 
(M±SD).
Примечание:

* – p<0,05 
по сравнению 
c показателями 
при минимальных 
концентрациях 
(дисперсионный 
анализ).

Тестируемое вещество Papp b-a, ×10–6 см/сек Papp a-b, ×10–6 см/сек
Papp b-a /
Papp a-b

Ф
ек

со
ф

ен
ад

ин 40 мкМ 2,54 ±0,60 1,29±0,51 2,19±1,16

150 мкМ 3,19 ±1,20 1,09±0,61 3,69±2,19

300 мкМ 2,91 ±3,79 0,68 ±0,19 4,51±1,29
М

ет
от

ре
кс

ат 5 мкМ 1,46±0,58 0,44±0,18 3,38±0,08

10 мкМ 0,14±0,04* 0,46±0,06 0,30±0,05*

50 мкМ 0,13±0,05* 0,33±0,01 0,42±0,14*

Эт
ил

м
ет

ил
ги

д-
 

ро
кс

ип
ир

ид
ин

а 
су

кц
ин

ат

10 мкМ 7,56 ±2,98 7,66±1,71 0,99±0,323

100 мкМ 6,63 ±2,15 7,05±2,15 0,94±0,039

250 мкМ 16,5±4,16* 22,3±1,99* 0,75±0,26
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транспорт по направлению из просвета кишки 
в сосуд).

На следующем этапе аналогичным образом оце-
нивали транспорт веществ из базолатеральной 
камеры в апикальную (b-a транспорт). Этот транс-
порт характеризует работу эффлюксных транспор-
теров (Pgp, BCRP), препятствующих всасыванию 
лекарственных веществ.

Транспорт субстратов как из камеры a в каме-
ру b, так и обратно оценивали по формуле [11]:

,

где Рарр – коэффициент кажущейся проницаемо-
сти (apparent permeability coeffi  cient),
dQ/dt – изменение концентрации субстрата в каме-
ре реципиенте за время инкубации,
A – площадь полупроницаемой мембраны лунки 
в трансвелл- системе, на которой культивировали 
клетки,
C0 – начальная концентрация субстрата в камере- 
доноре.

Затем рассчитывали отношение коэффициентов 
кажущейся проницаемости: b-a к a-b.

Данный параметр является интегральным и оце-
нивает аcимметрию транспорта тестируемых веществ, 
если он больше «2», то это указывает на участие эф-
флюксных (выводящих вещества из клеток обратно 
в просвет кишки) транспортеров, если меньше 0,5 – то 
инфлюксных (транспортирующих вещества в клетки 
из просвета кишки) белков- переносчиков.

Концентрацию фексофенадина и  этилме-
тилгидроксипиридина в камерах реципиентах 
оценивали методом ВЭЖХ-УФ на хроматографе 
«Стайер» (Россия) [12, 13], метотрексата – методом 
ВЭЖХ–МС/МС на хроматографе “Ultimate 3000” 
(“Th ermoFisher”, США) и масс-спектрометре TSQ 
Fortis (“Th ermoFisher”, США) [14].

Биоаналитические методики были валидированы 
по следующим параметрам [15]: селективность; ка-
либровочная кривая (линейность); нижний предел 
количественного определения; точность (на уровнях 
внутри цикла, между циклами); прецизионность 
(на уровнях внутри цикла, между циклами); перенос 
пробы; стабильность образцов; матричный эффект.

Полученные результаты анализировали с по-
мощью программы “StatSoft  Statistica 13.0”, дис-
персионным анализом (ANOVA) и критерием 
множественного сравнения Фишера. Результаты 
представлены в виде M±SD. Статистически значи-
мыми считали различия при p<0,05.

Результаты

При засевании клеток линии Сасо-2 на культу-
ральные планшеты их размножение начиналось 
примерно через 48 ч, а к 5–7 суткам клетки фор-
мировали монослой (рис. 2).

Целостность монослоя и плотность межклеточ-
ных контактов оценивали по величине трансэпите-
лиального сопротивления (TEER). Было показано, 
что с момента достижения 100% конфлюентности 
TEER постепенно увеличивалось, достигая макси-
мальных значений к 21 сут, после чего выходило на 
плато (рис. 3).

Содержание Pgp в клетках линии Caco-2 к 21 
суткам культивирования, оцененное методом ИФА, 
составило 110,8±14,1 нг/мг белка (23,5±2,3 нг/106 
клеток), а уровень BCRP равнялся 4,39±0,12 нг/мг 
белка (0,93±0,05 нг/106 клеток).

При оценке транспорта веществ через монослой 
клеток линии Caco-2 были получены следующие 
результаты (табл. 1).

При изучении транспорта фексофенадина в кон-
центрации 40 мкМ коэффициент кажущейся про-
ницаемости Papp b-a составил 2,54±0,60×10–6 см/
сек, Papp a-b, 1,29±0,51×10–6 см/сек, а отношение 
Papp b-a/Papp a-b – 2,19±1,16. Соотношение коэф-
фициентов больше «2» свидетельствует об актив-
ном транспорте фексофенадина в направлении 
из базолатеральной камеры в апикальную, что 
соответствует транспорту из клеток в просвет ки-
шечника [16].

Повышение концентрации фексофенадина до 
150 и 300 мкМ достоверно не влияло на изучаемые 
показатели: коэффициенты кажущейся проница-
емости Papp b-a, Papp a-b и их отношение Papp b-a/
Papp a-b статистически значимо не отличались от 

значений при концентрации 40 мкМ, отмечалась 
лишь тенденция к увеличению отношение Papp 
b-a/Papp a-b с увеличением концентрации тести-
руемого вещества.

При концентрации метотрексата 5 мкМ коэф-
фициент кажущейся проницаемости Papp b-a со-
ставил 1,46±0,58×10–6, Papp a-b 0,44±0,18×10–6, а от-
ношение Papp b-a/Papp a-b 3,38±0,08. Отношение 
коэффициентов кажущейся проницаемости боль-
ше «2», что характеризует активный транспорт 
метотрексата в направлении из базолатеральной 
камеры в апикальную.

Увеличение концентрации метотрексата до 10 
и 50 мкМ приводило к снижению коэффициен-
та кажущейся проницаемости Papp b-a на 90,4% 
(p=0,001) и 91,1% (p=0,001) соответственно.

Коэффициент кажущейся проницаемости Papp 
a-b при добавлении метотрексата в концентрация 
10 и 50 мкМ достоверно не отличался от значений 
данного показателя при концентрации 5 мкМ. В то 
же время происходило снижение отношения Papp 
b-a/ Papp a-b при концентрации 10 мкМ на – на 
91,1% (p<0,001), при концентрации 50 мкМ – на 
87,6% (p<0,001), что свидетельствует о преоблада-
нии процессов инфлюкса (транспорта по направ-
лению из просвета кишечника в энтероциты) над 
процессами эффлюкса (транспорта из энтероцитов 
в просвет кишечника) в данных концентрациях.

Коэффициент кажущей ся проницаемости Papp 
b-a этилметилгидроксипиридина в концентрации 
10 мкМ составил 7,56±2,98×10–6 см/сек, в концен-
трации 100 мкМ статистически значимо от данного 
значения не отличался, а в концентрации 250 мкМ 
превышал его на 118,3% (р<0,05). Коэффициент 
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кажущей ся проницаемости Papp а-b этилметилги-
дроксипиридина в концентрации 10 мкМ соста-
вил 7,66±1,71×10–6 см/сек, в концентрации 100 мкМ 
статистически значимо от данного показателя не 
отличался, а в концентрации 250 мкМ превышал 
его на 191,1% (р<0,05). Отношение коэффициен-
тов кажущей ся проницаемости Papp b-a/ Papp a-b 

в концентрациях 10 мкМ, 100 мкМ и 250 мкМ между 
собой  статистически значимо не различалось, а их 
значения были близки к «1». При этом обращало на 
себя внимание существенное превышение коэф-
фициентов кажущей ся проницаемости этилметил-
гидроксипиридина по сравнению с аналогичными 
показателями фексофенадина и метотрексата.

Обсуждение

В ходе настоящего исследования были охарак-
теризованы и подтверждены с использованием 
тест-субстратов свой ства линии клеток Caco-2 
из Института цитологии РАН, и с ее помощью 
оценены механизмы абсорбции оригинального 
отечественного лекарственного препарата, обла-
дающего антиоксидантной и антигипоксантной 
активностью, ЭМГПС.

При засевании в планшеты клетки линии Caco-2 
быстро начинали делиться и достигали 100% кон-
флюентности к 7 суткам, а к 21 суткам формирова-
ли клеточный монослой с плотными межклеточны-
ми контактами, о чем свидетельствуют стабильно 
высокие уровни TEER. Полученные результаты 
согласуются с данными литературы [17].

На следующем этапе исследования в клеточной 
линии Сасо-2 был оценен уровень эффлюксных 
белков- транспортеров – Pgp и BCRP. Данные белки- 
транспортеры играют важную роль в фармакокине-
тике лекарственных веществ, а клетки Caco-2 явля-
ются тест-системой, рекомендованной для оценки 
их участия в абсорбции лекарственных веществ [18].

Согласно данным литературы содержание Pgp – 
1 пмоль/мг [19], а BCRP в тонкой кишке человека 
0,5 пмоль/мг белка, а, что примерно соответствует 
уровням белков, полученным в нашем исследовании.

В ходе эксперимента была проведена оценка 
транспорта субстрата Pgp – фексофенадина, суб-
страта BCRP – метотрексата и отечественного ле-
карственного препарата – ЭМГПС (Мексидол) через 
монослой клеток линии Caco-2.

При изучении транспорта фексофенадина в кон-
центрациях 40, 150 и 300 мкМ было показано, что 
коэффициент кажущейся проницаемости Papp 
b-a превышал коэффициент кажущейся прони-
цаемости Papp a-b, что свидетельствует о том, что 
транспорт данного вещества в направлении из эн-
тероцитов в просвет кишечника превышает транс-
порт в обратном направлении. Данная ассиметрия 
обусловлена функционированием эффлюксного 
белка- транспортера Pgp, который препятствует 
абсорбции субстратов из кишечника [16].

При концентрации метотрексата 5 мкМ его 
транспорт в направлении из энтероцитов в про-
свет кишечника превышал транспорт в обратном 
направлении, что обусловлено работой эффлюкс-
ного белка- транспортера BCRP, который препят-
ствует абсорбции субстратов из кишечника. При 
увеличении концентрации метотрексата до 10 и 50 
мкМ, наоборот, транспорт вещества в направ-
лении из просвета кишки в энтероциты превы-
шал транспорт в противоположном направлении. 
Скорее всего это связано с насыщением белка- 
транспортера BCRP с одной стороны, с другой – 
с конкуренцией BCRP с другим транспортным бел-
ком – RFC1, который обеспечивает всасывание 
метотрексата и также присутствует в клетках ли-
нии Caco-2 [20, 21].

При изучении транспорта этилметилгидрок-
сипиридина через монослой клеток Caco-2 было 
показано, что его коэффициенты кажущейся 
проницаемости Papp b-a и Papp a-b существенно 
превышают аналогичные показатели фексофена-
дина и метотрексата. При этом их соотношение 
примерно равно «1», что свидетельствует о том, 
что проникновение этилметилгидроксипиридина 
в направлении из просвета кишки в энтероциты 
соответсвует его транспорту в противоположном 
направлении. Полученные данные, свидетель-
ствуют о том, что ЭМГПС не является субстратом 
транспортных белков Pgp и BCRP, а механизмом его 
абсорбции является пассивная диффузия.

Характеристика проникновения тестируемых 
веществ через монослой клеток линии Caco-2 со-
впадает с их абсорбцией in vivo. При перораль-
ном приеме фексофенадина Смакс у пациентов 
достигается в среднем через 2 ч [22]. Показано, что 
межиндивидуальная фармакокинетика метотрек-
сата очень вариабельна и может достигать от 40 до 
100%, а абсорбция снижается с увеличением дозы, 
что объясняется насыщением RFC1 [20]. ЭМГПС 
(Мексидол) быстро вcасывается при внутрижелу-
дочном введении крысам wistar, достигая макси-
мальной концентрации уже через 30 мин [23].

Заключение

Таким образом, клетки линии Caco-2, коммерче-
ски доступные в Российской Федерации, облада-
ют основными свой ствами энтероцитов тонкого 
кишечника, формируют плотный клеточный 
монослой, экспрессируют эффлюксные белки- 
транспортеры Pgp и BCRP и могут быть исполь-
зованы для исследования абсорбции лекарствен-

ных веществ in vitro. Исследование абсорбции 
ЭМГПС с помощью клеточной линии Сасо-2 
показало, что вещество быстро проходит через 
монослой клеток, а механизмом его всасывания, 
вероятнее всего, является пассивная диффузия, 
без участия специфических транспортеров, – Pgp 
и BCRP.
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