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Резюме

Статины (ингибиторы β-гидрокси-β-метил- глутарил- КоА редуктазы) — основной класс препаратов для лечения дис-
липидемий. Для повышения безопасности терапии при их использовании необходима тест-система для оценки их 
проникновения в гепатоциты с помощью белков- транспортеров ОАТР1В1/ОАТР1В3.

Цель исследования разработать метод оценки проникновения статинов внутрь гепатоцитов на клетках линии HepG2 
(гепатоцеллюлярная карцинома человека).

Материалы и методы. Клетки культивировали в 6- и 24 луночных планшетах. Наличие ОАТР1В1 в клетках линии 
HepG2 оценивали с помощью метода вестерн-блот. Проникновение статинов в клетки анализировали на примере 
аторвастатина. Его добавляли к монослою клеток в концентрациях 1 и 10 мкМ и инкубировали в течение 30 минут. 
Затем клетки снимали с лунок, лизировали различными способами и определяли количество аторвастатина методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-селективным детектированием (ВЭЖХ–МС/МС).

Результаты исследования. Методом вестерн-блот было показано наличие ОАТР1В1 в клетках линии HepG2, основного 
белка, транспортирующего статины внутрь гепатоцитов. Наилучшим способом лизиса клеток оказался трехкратный цикл 
«заморозка- разморозка» при –80 °C. Аналитический диапазон методики количественного определения аторвастатина 
в лизате клеток HepG2 методом ВЭЖХ–МС/МС составил 0,5–200 нмоль/л, что позволило выполнять транспортные 
эксперименты при добавлении аторвастатина в концентрации 1 мкМ и инкубации в течение до 30 мин. Применение 
ингибитора ОАТР1В1/ ОАТР1В3 — рифампицина (100 мкМ) снижало проникновение аторвастатина внутрь клеток HepG2, 
что подтверждает адекватность предложенного метода.

Выводы. Разработана методика оценки проникновения статинов в гепатоциты на клетках линии HepG2.
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Summary

Statins (β-hydroxy-β-methyl- glutaryl- CoA reductase inhibitors) are the main class of drugs for the treatment of dyslipidemia. 
To improve the safety of therapy with their use, a test system is needed to assess their penetration into hepatocytes using 
OATP1B1/OATP1B3 transporter proteins.

The aim of the study was to develop a method for assessing the penetration of statins into hepatocytes on HepG2 cells 
(human hepatocellular carcinoma).

Materials and methods. Cells were cultured in 6- and 24-well plates. The presence of OATP1B1 in HepG2 cells was assessed 
using the Western blot method. Penetration of statins into cells was analyzed using atorvastatin as an example. It was added 
to the cell monolayer at concentrations of 1 and 10 μM and incubated for 30 minutes. The cells were then removed from the 
wells, lysed in various ways, and the amount of atorvastatin was determined by high performance liquid chromatography 
with tandem mass selective detection (HPLC–MS/MS).

Results. Western blot showed the presence of OATP1B1 in HepG2 cells, the main protein that transports statins into hepato-
cytes. The best way to lyse the cells was a three- cycle freeze-thaw cycle at –80 °C. The analytical range of the method for the 
quantitative determination of atorvastatin in the lysate of HepG2 cells by HPLC–MS/MS was 0.5–200 nmol/l, which made it 
possible to perform transport experiments with the addition of atorvastatin at a concentration of 1 μM and incubation for up 
to 30 min. The use of the OATP1B1/OATP1B3 inhibitor rifampicin (100 μM) reduced the penetration of atorvastatin into HepG2 
cells, which confi rms the adequacy of the proposed method.

Conclusions. A technique for assessing the penetration of statins into hepatocytes on HepG2 cells has been developed.

Keywords: atorvastatin, HepG2, OATP1B1/OATP1B3 transporter proteins
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Введение

Статины (ингибиторы β-гидрокси-β-метил- глу-
тарил- КоА редуктазы) являются основным классом 
препаратов для лечения различных дислипидемий 
[1]. Кроме того, в ряде работ было показано, что 
они обладают дополнительными плейотропными 

эффектами: антиоксидантным, антипролифератив-
ным, противовоспалительным, стимулируют нео-
ангиогенез и улучшают эндотелиальную функцию 
[3–4], что расширяет возможности их клинического 
применения. Например, многочисленными иссле-
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дованиями доказано, что статины снижают риск 
сердечно- сосудистых катастроф и улучшают прогноз 
у кардиологических больных [2]. Исследование, про-
ведённое в Великобритании и включившее 7,027 млн 
пациентов, показало, что частота назначения статинов 
в первичном звене с 1995 по 2013 гг. возросла с 2,36 на 
1000 человеко-лет до 128,03 на 1000 человеко-лет [5].

Однако несмотря на то, что статины играют важ-
ную роль в первичной и вторичной профилактике 
сердечно- сосудистых заболеваний, их длительное 
применение ограничивается рядом побочных эф-
фектов, наиболее опасными среди которых явля-
ются: миопатия, рабдомиолиз, гепатотоксичность, 
гипергликемия [6]. Механизм их развития продол-
жает активно изучаться. Последние данные проде-
монстрировали важную роль печёночных белков- 
транспортёров OATP1B1 и  OATP1B3 в  данном 
процессе [7–8]. Показано, что от активности данных 
белков зависит проникновение статинов в клетки 
печени, где происходит биотрансформация и реа-
лизуется как основное, так и побочное их действие.

Ряд лекарственных препаратов, таких, как ма-
кролиды (кларитромицин, телитромицин, эритро-
мицин, рокситромицин), циклоспорин А, рифам-
пицин, некоторые пероральные сахароснижающие 
препараты (репаглинид и росиглитазон в высоких 
концентрациях), гемфиброзил [9–10, 23], нистатин, 
спиронолактон, резерпин, сульфасалазин, а также 

полиморфизмы в генах, кодирующих OATP1B1 /
OATP1B3 [24–26, 30], могут снижать активность дан-
ных белков- транспортеров, что приводит к умень-
шению проникновения статинов в гепатоциты, 
к повышению их концентрации в плазме крови 
и развитию нежелательных лекарственных реакций.

Так, было описано, что совместный приём макро-
лидов (кларитромицина и эритромицина) и сим-
вастатина вызвал миопатию у пациентов с ише-
мической болезнью сердца [27], а также показано, 
что однократный приём рифампицина повышал 
плазменную концентрацию аторвастатина [29].

Таким образом, для повышения безопасности 
проводимой статинами терапии важно знать, как 
влияют лекарственные препараты, назначаемые 
с ними в комбинации, на их проникновение в ге-
патоциты, в частности на их транспорт с помощью 
OATP1B1 /OATP1B3, а для этого необходима адек-
ватная тест-система. Обычно для этих целей ис-
пользуют линии клеток, гиперэкспрессирующие 
белки- транспортеры [10–15]. В России коммерчески 
доступными являются клетки линии HepG2 (гепато-
целлюлярная карцинома человека, ЦКП «Коллекция 
культур клеток позвоночных», Института цитоло-
гии РАН, Санкт- Петербург, Россия).

Поэтому целью настоящего исследования яви-
лась разработка метода оценки проникновения ста-
тинов внутрь гепатоцитов на клетках линии HepG2.

Материалы и методы

Клетки линии HepG2 культивировали при 37º С и 5% 
содержании СО2 в Дульбекко модифицированной 
среде Игла (DMEM) с высоким содержанием глюко-
зы (4500 мг/л) (“Sigma- Aldrich”, Германия), содержа-
щей L-глутамин (4 мМ) (“Sigma- Aldrich”, Германия), 
10% фетальной бычьей сыворотки (“Sigma- Aldrich”, 
Германия), 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина (“Sigma- Aldrich”, Германия) [16, 
35–36]. Смена питательной среды производилась 
каждые 48 ч.

После достижения 70–90% конфлюентности 
клетки снимали с культурального фласка площа-
дью 75 см2 (“Corning”, США) с помощью раство-
ра трипсин- ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% ЭДТА, 

“Sigma- Aldrich”, Германия) и высевали в плоскодон-
ные 6 и 24-луночные планшеты (“Corning”, США) 
плотностью 2.0–3.0 х104 клеток/см2. Клетки куль-
тивировали в планшетах до достижения монослоя, 
после чего включали в эксперимент.

Наличие OATP1B1 в клетках линии HepG2 опреде-
ляли методом вестерн-блот. Для этого клетки снима-
ли с лунок 6-луночных планшетов с использованием 
раствора трипсин- ЭДТА (0,25% трипсина и 0,2% 
ЭДТА, “Sigma- Aldrich”, Германия), трижды промы-
вали фосфатно- солевым буфером Дульбекко (DPBS) 
и лизировали с помощью NP-40 буфера (Th ermo-
Fisher, США) с добавлением ингибиторов протеаз 
(“Sigma- Aldrich”, Германия) в течение 30 минут при 
4 °C. Полученный лизат центрифугировали 10 минут 
при 4 °C и 13000 об/мин. Супернатант переносили 
в эппендорфы и до проведения анализа хранили 
при –80 °C в ультранизкотемпературной морозиль-
ной камере UniFreez U80 (DAIHAN Scientifi c, Корея).

Белки супернатанта (30 мкг) подвергали электро-
форезу с использованием TGX Stain- Free FastCast 
Acrylamide Kit (Bio- Rad, США) в буферной системе 
Laemmli (BioRad, США). Перед загрузкой образцы 
обрабатывали в соответствии с протоколом Bio- Rad, 
их смешивали с буфером для образцов Laemmli (Bio- 
Rad, США), содержащем 2,5% β-меркаптоэтанола 
(Bio- Rad, США) в соотношении 1:3 (v: v), инкубиро-
вали 10 мин при температуре 70 °C. Электрофорез 
осуществлялся при 100 В в течение 90 мин.

Для определения относительного количества 
OATP1B1 использовали первичные поликло-
нальные кроличьи антитела (OATP2 Polyclonal 
Antibody, Invitrogen, США) в концентрации 1:2000. 
Визуализацию первичных антител осуществляли 
с использованием вторичных кроличьих антител 
(Rabbit anti- Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP, 
Invitrogen) в разведении 1:4000. Белки визуализиро-
вали с помощью Chemi Doc XRS+ (Bio- Rad, США).

Проникновение статинов в клетки линии HepG2 
анализировали на примере аторвастатина (“Sigma- 
Aldrich”, Германия). Для этого клетки культивиро-
вали на 24 –луночных планшетах.

Перед началом транспортного эксперимента клет-
ки однократно промывали подогретым до 37 °C 
раствором Хэнкса (“Sigma- Aldrich”, Германия). Затем 
в лунки добавляли транспортную среду (состоит из 
раствора Хэнкса (“Sigma- Aldrich”, Германия), забу-
ференного 25 мМ Хепес при рН 7,4 (“Sigma- Aldrich”, 
Германия) с содержанием 1% диметилсульфокси-
да («ПанЭко», Россия)), содержащую аторваста-
тин в концентрациях 1 и 10 мкМ и инкубировали 
в течение 5, 15 и 30 мин. На каждую временную 
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точку приходилось по 3 повторения. Для остановки 
транспорта клетки трижды промывались 500 мкл 
ледяного фосфатного буфера («ПанЭко», Россия). 
Третьей порцией DPBS клетки снимали с лунки, 
переносили в пробирки типа эппендорф и ресу-
спендировали. До проведения процедуры лизиса все 
образцы убирали в холодильник [17–19].

Для выбора оптимального способа лизиса клеток 
были протестированы следующие методики:
1. 150 мкл 0,1% муравьиной кислоты добавляли 

к осадку клеток, затем обрабатывали ультразву-
ком в течение 15 минут. К 150 мкл лизата добав-
ляли 150 мкл ацетонитрила, центрифугировали 
образцы 15 мин при 13000g и 4 °C [20], после чего 
супернатант инжектировали в хроматограф;

2. К осадку клеток добавляли 150 мкл буфера NP-40 
(Th ermoFisher, США) с ингибиторами протеаз 
(“Sigma- Aldrich”, Германия) и  инкубировали 
образцы в течение 30 минут, каждые 10 минут 
встряхивали на перемешивателе Vortex. По окон-
чании инкубации к образцам добавляли 150 мкл 
ацетонитрила, после чего центрифугировали про-
бы в течение 10 мин при 13000g и 4 °C на высо-
коскоростной центрифуге Avanti JXN-3 Beckman 
Coulter (Beckman Coulter, США). Супернатант 
инжектировали в хроматограф.

3. К осадку клеток добавляли 150 мкл фосфатного 
буфера. Эппендорф погружали в жидкий азот на 1 
минуту и затем размораживали. Цикл повторяли 
3 раза. К образцам добавляли 150 мкл ацетони-
трила, затем лизат центрифугировали 5 мин при 
21000g и 4 °C. Супернатант инжектировали в хро-
матограф [21–22];

Концентрацию аторвастатина в лизате клеток 
определяли методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии с тандемным масс-селективным 
детектированием (ВЭЖХ–МС/МС).

Исследование было выполнено на высокоэффек-
тивном жидкостном хроматографе “Ultimate 3000” 
(Th ermoFisher, США) с тандемным масс-селектив-
ным детектором TSQ Fortis (Th ermoFisher, США), 
градиентным насосом, дегазатором и автосемплером. 
Полученные результаты обрабатывались с помощью 
программы “Th ermo Scientifi c Xcalibur” (ver. 4.2.47).

В работе использовалась предколонка Selectra 
C18 Guard Cartridges SLC-18GDC46–5UM, хрома-
тографическая колонка UCT Selectra C18 4,6 mm × 
100 mm 5 um.

В исследовании использовали градиентный ре-
жим элюирования: соотношение 0,1% раствора му-
равьиной кислоты: ацетонитрил: 0 мин – 35%/65%; 
0,3 мин – 35% / 65%; 0,6 мин – 5%/ 95%; 5 мин – 5%/ 
95%; 5,05 мин – 35% / 65%; 8 мин – 35% / 65%.

Молекулы ионизировали в режиме положитель-
ной ионизации на электроспрее при атмосферном 
давлении, напряжение спрея 3500 В.

Условия детектирования вещества: оболочечный 
газ (sheath gas) – 50 л/мин, вспомогательный газ (aux 
gas) – 10 л/мин, продувочный газ (sweep gas) – 1 л/
мин, температурный режим трубки для переноса 
ионов 300 °C, температура испарителя составляла 
350 °C.

Детектирование вещества осуществлялось по 
нижеприведенным условиям: аторвастатин – поло-
жительный режим ионизации, 559,30 m/z → 466,20 
m/z, энергия столкновения – 17 В, фрагментация 
источника – 0, CID gas (collision- induced dissociation 
gas) – 2 мТорр; 559,30 m/z → 440,20 m/z, энергия стол-
кновения 32 В, фрагментация источника – 0, CID 
gas – 2 мТорр.

Скорость потока – 0,3 мл/мин, пробы вводились 
в хроматограф в объёме 2 мкл. Время анализа об-
разцов составило10 мин.

При данных условиях время удерживания аторва-
статина составило 4,53 мин (рис. 1).

Рисунок 1.
Пик аторвастатина 
на хроматограмме
Figure 1.
Atorvastatin peak 
on the chromato-
gram
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Для подтверждения адекватности разрабо-
танного метода были выполнены эксперименты 
с классическим ингибитором OATP1B1 /OATP1B3 
рифампицином (“Sigma- Aldrich”, Германия).

Для этого из лунок удаляли культуральную сре-
ду и запускали 15-минутную преинкубацию с 100 
мкМ раствором рифампицина в транспортной 
среде. По истечении преинкубации раствор ри-
фампицина удаляли, а в лунки добавлялась смесь 

1 мкМ раствора аторвастатина и 100 мкМ раствора 
рифампицина. Клетки инкубировали 5, 15 и 30 
минут триплетами.

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

Методом вестерн-блот было показано наличие 
белка- транспортера ОАТР1В1 в клетках линии 
HepG2 (рис. 2), основного белка- транспортера, 
принимающего участие в транспорте статинов 
внутрь гепатоцитов. Таким образом, данная кле-
точная линия может быть использования для ис-
следования проникновения аторвастатина внутрь 
клеток.

Линия клеток HEK293 использовалась как от-
рицательный контроль (в норме данные клетки не 
экспрессируют ОАТР1В1, их культивировали в ана-
логичных планшетах, в стандартных условиях).

При выборе способа лизиса клеток было показа-
но, что наибольшая концентрация аторвастатина 
наблюдается при разрушении клеток трехкрат-
ным циклом «заморозка- разморозка» при –80 °C. 
Поэтому в дальнейших экспериментах использо-
вался именно данный способ пробоподготовки.

Аналитический диапазон методики количе-
ственного определения аторвастатина в лизате 
клеток HepG2 методом ВЭЖХ–МС/МС составил 
0,5–200 нмоль/л, что позволило выполнять транс-
портные эксперименты при добавлении аторва-
статина к монослою клеток в концентрации 1 мкМ 
и инкубации в течение 5, 15 и 30 мин.

Концентрация аторвастатина в лизате клеток 
постепенно возрастала с увеличением срока ин-
кубации и достигала максимальных значений к 30 
мин (рис. 3).

Добавление ингибитора ОАТР1В1/ОАТР1В3 – 
рифампицина снижало транспорт аторвастатина 
в клетки линии HepG2, о чем свидетельствует до-
стоверное снижение его концентрации в лизате 
клеток на 54,6% (p=0,0) на 30 мин эксперимента по 
сравнению с транспортом гиполипидемического 
препарата без ингибитора.

Обсуждение

Эффективность аторвастатина подтверждена в мно-
гочисленных клинических исследованиях, что де-

лает его препаратом первой линии при терапии ате-
росклероза и других гиперхолестеринемий [31–32].

Рисунок 2.

Примечания:

Figure 2.

Notes:

ОАТР1В1 в лизате клеток 
линии HepG2
1 –лизат клеток HepG2,
2 – лизат клеток HEK293, не 
экспрессирующие ОАТР1В1.
OATP1B1 in HepG2 cell line 
lysate
1 – lysate of HepG2 cells,
2 – lysate of HEK293 cells not 
expressing OATP1B1 1 2

Рисунок 3.

Figure 3.

Динамика концентраций 
аторвастатина в лизате 
клеток HepG2 (M±SD)
Dynamics of atorvastatin 
concentrations in HepG2 cell 
lysate (M±SD)
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Аторвастатин применяется перорально, быстро 
всасывается из желудочно- кишечного тракта, но 
при этом обладает низкой биодоступностью (около 
12%) [31]. Он проникает в гепатоциты через сину-
соидальную мембрану, где и оказывает своё фарма-
кологическое действие, с помощью специфических 
транспортёров OATP1B1 / OATP1B3, от активности 
которых зависит выраженность гиполипидеми-
ческого эффекта и риск развития побочных эф-
фектов. В гепатоцитах аторвастатин подвергается 
биотрансформации с образованием активных ме-
таболитов (2-гидрокси- аторвастатин и 4-гидрокси- 
аторвастатин), которые также являются субстра-
тами OATP1B1 / OATP1B3. Аторвастатин и его 
метаболиты выводятся через билиарную мембрану 
гепатоцитов в желчь, почками выводится лишь око-
ло 1% препарата [34]. Т1/2 составляет около 14 часов.

В настоящем исследовании оценка проникнове-
ния аторвастатина внутрь гепатоцитов выполня-
лась на клетках линии HepG2.

В ряде руководств и рекомендаций рассматри-
вается возможность использования и других кле-
точных линий, например линии HEK293, транс-
фецированных генами, кодирующими OATP1B1 / 

OATP1B3 [13–14]. Преимуществами линии HepG2 
является экспрессия сразу двух транспортеров, 
схожие с человеческими гепатоцитами механизмы 
регуляции и метаболизм [30–31].

Как было показано в настоящем исследова-
нии, оптимальными условиями проведения экс-
перимента являются добавление аторваститина 
к клеткам HepG2 в концентрации 1 мкМ, забор 
образцов клеток через 5, 15 и 30 мин, лизис кле-
ток трехратным циклом «заморозка/разморозка», 
определение концентрации аторвастатина мето-
дом ВЭЖХ–МС/МС.

Применение классического ингибитора ОАТР1В1 
и ОАТР1В3 – рифампицина [32–33] в концентрации 
100 мкМ ингибировало проникновение аторва-
статина внутрь клеток HepG2, что потдверждает 
адекватность предложенного метода (рис. 2).

Разработанная методика исследования проник-
новения статинов в клетки линии HepG2 может 
быть использована для оценки влияния лекар-
ственных веществ на этот процесс, с целью про-
гнозирования развития межлекарственных взаи-
модействий и повышения безопасности терапии 
статинами.

Заключение
Таким образом, разработана методика оценки проникновения статинов в гепатоциты на клетках линии 
HepG2.
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