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Резюме

Оксид азота II (NO) — сигнальная молекула, обладающая широким спектром физиологических эффектов, включая 
регуляцию процессов, протекающих в желудочно- кишечном тракте. В печени активно экспрессируются клинически 
значимые транспортеры OATP1A2 и OATP1B1, которые участвуют в инфлюксе биологически активных и лекарственных 
веществ. Именно поэтому актуальным представляется выявить участие NO в регуляции печеночных транспортеров.

Цель исследования. Изучить влияние NO на относительное количество и экспрессию транспортеров OATP1A2 
и OATP1B1 in vitro в клетках HepG2.

Материалы и методы. Исследование выполнено на культуре клеток HepG2, которые культивировали в 6-луночных 
планшетах при 37 °C и 5% содержании СО

2
 в среде Игла, модифицированной Дульбекко (DMEM), с высоким содержа-

нием глюкозы (4500 мг/л), содержащей L-глутамин (4 мМ), 10% фетальной бычьей сыворотки, 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина (все компоненты производства Sigma- Aldrich, Германия). К культуральной среде добав-
ляли S-нитрозоглутатион (Sigma- Aldrich, Германия) в концентрациях 1, 10, 50, 100 и 500 мкМ, инкубировали 24 и 72 ч. 
К контрольным клеткам в эквивалентном объеме добавляли воду для инъекций (растворитель S-нитрозоглутатиона). 
Относительное количество белков OATP1A2 и OATP1B1 оценивали методом вестерн-блот, экспрессию генов SLCO1А2 
и SLCO1B1 — методом ПЦР в реальном времени.

Результаты исследования. В ходе выполнения настоящего исследования было показано, что добавление S-нитро-
зоглутатиона в диапазоне концентраций 10–500 мкМ и длительности экспозиции 24 и 72 ч вызывает повышение 
внутриклеточного уровня метаболитов оксида азота, что свидетельствует об адекватности использования данного 
донора NO. При этом под действием NO происходило увеличение относительного количества изучаемых транспорте-
ров — OATP1A2 при сроке экспозиции 24 ч и концентрациях S-нитрозоглутатиона 50 и 100 мкМ, OATP1B1 через 24 и 72 ч, 
при концентрациях 10–500, аналогичная тенденция увеличения отмечалась для экспрессии генов SLCO1А2 и SLCO1B1.

Заключение. Донор NO — S-нитрозоглутатион в эксперименте in vitro в клетках линии HepG2 вызывает повышение 
относительного количества транспортеров семейства OATP — OATP1A2 и OATP1B1, обусловленное усилением экс-
прессии генов SLCO1А2 и SLCO1B1.
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Summary

Nitric oxide II (NO) is a signaling molecule that has a wide range of physiological eff ects, including the regulation of gastroin-
testinal processes. The liver actively expresses the clinically signifi cant transporters OATP1A2 and OATP1B1, which are involved 
in the infl ux of biologically active and medicinal substances. That is why it seems relevant to determine the pathways of 
regulation of hepatic transporters under the infl uence of NO.

Aim. To study the eff ect of NO on the relative amount and expression of the transporters OATP1A2 and OATP1B1 in vitro in 
HepG2 cells.

Materials and methods. The study was performed on a culture of HepG2 cells, which were cultured in 6-well plates at 37 °C 
and 5% CO2 in Dulbecco’s modifi ed Eagle’s medium (DMEM) with a high glucose content (4500 mg/l) containing L-gluta-
mine (4 mM), 10% fetal bovine serum, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin (all components from Sigma- Aldrich, 
Germany). S-nitrosoglutathione (Sigma- Aldrich, Germany) was added to the culture medium at concentrations of 1, 10, 50, 
100 and 500 μM, incubated for 24 and 72 hours. Water for injection (solvent) was added to control cells in an equivalent vol-
ume S-nitrosoglutathione). The relative amounts of OATP1A2 and OATP1B1 proteins were assessed by Western blot, and the 
expression of SLCO1A2 and SLCO1B1 by real-time PCR.

The results of the study. In the course of this study, it was shown that the addition of S-nitrosoglutathione in the concentra-
tion range of 10–500 μM and exposure duration of 24 and 72 hours causes an increase in the intracellular level of nitric oxide 
metabolites, which indicates the adequacy of the use of this NO donor.

At the same time, under the infl uence of NO, there was an increase in the relative amount of the studied transporters — 
OATP1A2 at an exposure period of 24 hours and S-nitrosoglutathione concentrations of 50 and 100 μM, OATP1B1–24 and 72 
hours, at concentrations of 10–500 μM, a similar trend was noted for the expression genes SLCO1A2 and SLCO1B1.

Conclusion. The NO donor — S-nitrosoglutathione causes an increase in the relative amount of OATP family transporters — 
OATP1A2 and OATP1B1, due to increased expression of the SLCO1A2 and SLCO1B1 genes, in vitro in HepG2 cells.

Keywords: HepG2, OATP1A2/OATP1B1 transporter proteins, S-nitrosoglutation, in expression.
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Введение

Полипептиды, транспортирующие органические 
анионы (англ.: organic anion transporting polypep-
tides, ОАТР), являются членами суперсемейства 
SLC-транспортеров (англ.: solute carrier family), ко-
торые обеспечивают несвязанный с АТФ (то есть 
без затраты энергии) перенос субстратов через 
билипидные цитоплазматические мембраны [1].

Первым обнаруженным у человека членом се-
мейства OATP/Oatp стал OATP1A2, который был 
клонирован как ортолог крысиного Oatp1a1 [2]. На 
сегодняшний день семейство OATP человека насчи-
тывает 11 членов: OATP1A2, 1B1, 1B3, 1C1, 2A1, 2B1, 
3A1, 4A1, 4C1, 5A1 и 6A1. OATP/Oatps внутри одного 
семейства имеют 40% идентичности аминокислот-
ных последовательностей и обозначаются арабской 
нумерацией (например, OATP1). Отдельные подсе-
мейства включают OATP/Oatps с идентичностью 
аминокислотных последовательностей 60% и обо-
значаются буквами (например, OATP1B). Отдельные 
транспортеры (генные продукты) внутри одного 
подсемейства обозначаются дополнительной араб-
ской нумерацией (например, OATP1B1). При этом 
заглавными буквами обозначаются белки человека, 
а строчными – животных [1, 3].

Наибольшее клиническое значение имеют 
транспортеры: OATP1A2 и OATP1B1 [4].

OATP1A2 экспрессируется практически во всех 
основных органах, локализован на апикальной по-
верхности энтероцитов и холангиоцитов, а также 
в головном мозге, легких, печени, почках и семен-
никах. Во всех этих органах OATP1A2 выполняет 
одну функцию – обеспечивает проникновение суб-
стратов внутрь клеток, то есть ускоряет абсорбцию 
в желудочно- кишечном тракте, и способствует их 
проникновению через гистогематические барьеры, 
например, гематоэнцефалический [5].

В печени OATP1A2 экспрессируется исклю-
чительно на апикальной (билиарной) мембране 

холангиоцитов и может участвовать в реабсорбции 
субстратов, которые экскретируются в желчь [6].

Субстратами OATP1A2 являются желчные кис-
лоты, гормоны щитовидной железы, фексофена-
дин, эритромицин, левофлоксацин, саквинавир, 
иматиниб и др. [7].

В отличие от OATP1A2 OATP1B1 экспресси-
руется в печени на базолатеральной мембране 
гепатоцитов, где он опосредует поглощение 
ряда амфипатических соединений из порталь-
ного бассейна [8, 9]. OATP1B1 обладает широкой 
субстратной специфичностью, транспортируя 
статины, сартаны, ингибиторы ангиотензин- 
превращающего фермента, фаллоидин, тироксин 
и др. [7].

Описаны следующие механизмы регуляции 
ОАТР: изменение экспрессии генов, кодирую-
щих транспортеры, эпигенетическая регуляция, 
посттрансляционная модификация, фосфори-
лирование, изменение активности синтезируе-
мых транспортеров (например, ингибирование 
молекулы- транспортера) [10, 11]. Возможные ме-
ханизмы регуляции ОАТР, в настоящее время ак-
тивно изучаются.

Оксид азота II (NO) – сигнальная молекула, об-
ладающая широким спектром физиологических 
эффектов. Показано, что NO участвует в синапти-
ческой передаче сигнала, нейрогенезе, вазодила-
тации, защите слизистой желудочно- кишечного 
тракта, развитии воспаления, повреждении клеток 
и т. д. [12].

Влияние NO на уровень OATP1A2 и ОАТР1В1 
на данный момент не изучалось, что и послужило 
целью настоящего исследования.

Цель исследования – изучить влияние NO на 
относительное количество и экспрессию транс-
портеров OATP1A2 и OATP1B1 in vitro в клетках 
линии HepG2.

Материалы и методы

Исследование выполнено на культуре клеток 
HepG2 (ФГБУН ИНЦ РАН, Санкт- Петербург).

Клетки культивировали при 37 °C и 5% содер-
жании СО2 в  среде Игла, модифицированной 
Дульбекко (DMEM), с высоким содержанием глю-
козы (4500 мг/л), содержащей L-глутамин (4 мМ), 
10% фетальной бычьей сыворотки, 100 ЕД/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (все ком-
поненты производства Sigma- Aldrich, Германия).

Клетки культивировали в 6-луночных планше-
тах (Corning, США).

К культуральной среде в качестве тестируемого 
вещества добавляли – S-нитрозоглутатион (Sigma- 
Aldrich, Германия) в концентрациях 1, 10, 50, 100 
и 500 мкМ, инкубировали 24 и 72 ч. К контрольным 
клеткам в эквивалентном объеме добавляли воду 
для инъекций (растворитель S-нитрозоглутатиона). 
На каждый эксперимент было выполнено по 3 по-
вторения. Протокол исследования был одобрен 
Биоэтической комиссией РязГМУ Минздрава 
России (Протокол № 87 от 07.11.2023).

Для подтверждения повышения уровня NO 
в клетках HepG2 под действием S-нитро зо глу-
та тиона оценивали уровень метаболитов оксида 
азота (суммарная концентрация нитратов и ни-
тритов NOx) спектрофотометрическим методом 
В. А. Метельской. Анализ проводили на микро-
планшетном анализаторе Stat Fax 2100 («Awareness 
Technology», США) при длине волны 540 нм. 
Полученные результаты рассчитывали с помощью 
калибровочного графика, в качестве стандарта 
использовался нитрит натрия («Химмед», Россия), 
и выражали в нмоль/мг белка [13].

Относительное количество ОАТР1A2 и ОАТР1В1 
оценивали методом вестерн-блот. Для этого по-
сле окончания экспозиции клетки снимали с лу-
нок раствором трипсин- ЭДТА (0,25% трипсина 
и 0,2% ЭДТА, Sigma- Aldrich, Германия), трижды 
промывали раствором фосфатного буфера (BioRad, 
США) и лизировали в NP40 Cell Lysis Buff er Th ermo 
(Th ermo Fisher Scientifi c, США) с добавлением смеси 
ингибиторов протеиназ (Sigma- Aldrich, Германия) 
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в течение 30 минут при +4 °C и постоянном переме-
шивании из расчета 107 клеток на 100 мкл буфера. 
Полученный лизат центрифугировали при 5000 g 
(СМ-50, Eppendorf, Германия). Супернатант исполь-
зовали для выполнения анализа.

Далее 30 мкг белков супернатанта клеточно-
го лизата подвергали электрофорезу с использо-
ванием 7,5% TGX Stain- Free FastCast Acrylamide 
Kit (Bio- Rad, США) в буферной системе Laemmli 
(BioRad, США).

Образцы смешивали с буфером Laemmli (Bio- 
Rad, США), содержащем 50 мМ β-меркаптоэтанола 
(BioRad, США), в соотношении 1:3, инкубировали 
10 мин при температуре +70 °C. Гели подвергали 
электрофорезу при 100 В в течение 90 мин.

Белки переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану (Trans- Blot Turbo Mini- Size nitrocellulose, 
Bio- Rad, США) с использованием Mini Trans- Blot 
(Bio- Rad, США) в течение 7 мин при 25 В и 1,3 А.

Белки на мембране блокировали 1% раствором 
Casein Blocker (Bio- Rad, США), содержащим 0,1% 
Тween в течение 1 ч при комнатной температуре.

Детекцию ОАТР1A2 и  ОАТР1В1 проводили 
с использованием первичных мышиных моно-
клональных антител (OATP1 rabbit Polyclonal 
Antibody, ATA34318, Atagenix, Китай; OATP2 
Polyclonal Antibody, PA5–113548, Invitrogen, США) 
в концентрации 1:200 в блокирующем растворе 
в течение 2 ч при 37 °C. Визуализацию первичных 
антител ОАТР1A2 осуществляли с использовани-
ем вторичных антител (Goat anti- Rabbit IgG (H+L) 
Cross- Adsorbed Secondary Antibody, HRP, Invitrogen, 
США), первичных антител к OATP1B1 – вторичных 
кроличьих антител (Rabbit-anti- Mouse IgG (H+L) 
Secondary Antibody, HRP, Invitrogen, США) в раз-
ведении 1:4000 и инкубацией в течение 1 ч при 
комнатной температуре.

Хемилюминесценцию фиксировали с помощью 
ChemiDocXRS+ (Bio- Rad, США). Интенсивность 
полученных полос (бэндов) анализировали денси-
тометрически с помощью программного обеспече-
ния ImageLab (Bio- Rad, США).

Молекулярная масса ОАТР1A2 и ОАТР1В1 была 
подтверждена путем сравнения с маркерами мо-
лекулярной массы (Precision plus protein standards 
Dual Color, Bio- Rad, США).

Содержание ОАТР1A2 и ОАТР1В1 оценивали 
относительно глицеральдегид-3-фосфатдегидро-
геназы (GAPDH, англ.: glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase, первичные антитела GAPDH Loading 
Control Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68 
(«Invitrogen», США), разведение 1:1000, вторичные 
кроличьи антитела – Rabbit-anti- Mouse IgG (H+L) 
Secondary Antibody, HRP (Invitrogen, США), раз-
ведение 1:4000).

Экспрессию гена SLCO1А2 и SLCO1B1 в клетках 
HepG2 оценивали методом ПЦР в реальном вре-
мени. Для этого клетки культивировали в 6-лу-
ночных планшетах (Corning, США). После обра-
зования монослоя их механически (с помощью 
скребка) снимали с лунок. Суммарную РНК выде-
ляли с помощью набора RNeasy Mini Kit (QIAGEN, 
Германия) согласно инструкции производителя. 
Концентрацию РНК определяли спектрофотоме-
трическим способом с помощью NanoPhotometr 
NP80-Touch (Германия). Реакцию ОТ-ПЦР про-
водили одношаговым методом с помощью набо-
ра «БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue» (Биолабмикс, 
Россия) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Условия обратной транскрипции – темпера-
тура +45 °C, время инкубации 10 мин, количество 
циклов 1.

Последовательности праймеров были подобра-
ны с помощью программы DNASTAR Lasregene, 
PrimerSelect. В качестве референсного гена, отно-
сительно экспрессии которого вычислялась экс-
прессия, был выбран ген, кодирующий GAPDH. 
Анализ проводили на амплификаторе нуклеи-
новых кислот Applied Biosystems Quant Studio 5 
с гибридизационно- флуоресцентной детекцией 
продуктов ПЦР в режиме реального времени (Life 
Technologies Holdings Pte. Ltd., Сингапур) с про-
граммным обеспечением QuantStudio Design and 
Analysis. Расчёт уровня экспрессии изучаемых 
генов относительно референсного гена был осу-
ществлён с помощью программного обеспече-
ния LinRegPCR v.11.0 (Heart failure research center, 
Нидерланды).

Полученные результаты анализировали с по-
мощью программ StatSoft  Statistica 13,0, Microsoft  
Excel, GraphPad Prism8. Статистическую значи-
мость различий оценивали дисперсионным ана-
лизом (ANOVA), парные сравнения с контролем 
выполняли с помощью теста Даннетта. Результаты 
в таблицах и на графиках приведены в виде сред-
него арифметического и стандартного отклонения 
(M ± SD). Статистически значимыми считали раз-
личия при р<0,05.

Результаты

Уровень метаболитов оксида азота в клетках 
линии HepG2 возрастал при действии S-ни тро-
зо глу та ти она в концентрациях 10, 50, 100 мкМ 
и 500 мкМ на 81,5%, 105,8%, 129,9%, 213,7% 
(р<0,0001 для всех значений) при инкубации 
24 ч и на 68,4%, 69,2% (р<0,01), 128,6% и 167,7% 
(p<0,0001) соответственно при длительности экс-
позиции 72 ч (рис. 1).

Донор NO S-нитрозоглутатион вызывал увели-
чение относительного количества ОАТР1А2 только 
в концентрациях 50 и 100 мкМ на 16,2% (р<0,0001) 
и 9,1% (р=0,003) при длительности воздействия 

24 ч, а при экспозиции 72 ч достоверного эффекта 
не оказал (рис. 2).

Донор  NO S-нитрозоглутатион при длитель-
ности воздействия 24 ч  в концентрациях 10, 50, 
100 и 500 мкМ увеличивал относительное ко-
личество OATP1B1 на 136,7% (р=0,0003), 154,1% 
(р<0,0001), 124,5% (р=0,0006), 131,6% (р=0,0004) 
соответственно. При увеличении длительности 
инкубации до 72 ч относительное количество 
ОАТР1В1 также превышало показатели контроля 
при концентрации S-нитрозоглутатиона 10, 50, 
100 и 500 мкМ на 37,6% (р=0,01), 45,8% (р=0,004), 
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Figure 1.

Примечание:
**р≤0,01 статистически значимые отличия от контроля;
****р<0,0001 статистически значимые отличия от контроля;
ns – статистически значимые отличия от контроля отсутствуют.

Note:
**p≤0.01 statistically signifi cant diff erences from the control;
****p<0.0001 statistically signifi cant diff erences from the control;
ns – there are no statistically signifi cant diff erences from the control.

Примечание:
**р < 0,01 статистически значимые отличия от контроля;
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Note:
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****p < 0.0001 statistically signifi cant diff erences from the control.
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(M ± SD).

Рисунок. 2.

Figure 2.

137,4% (р<0,0001), 105,5% (р<0,0001) соответствен-
но (рис. 3).

Для выявления возможного механизма регу-
ляции количества белков- транспортеров был 
выполнен ПЦР анализ в реальном времени со-
ответствующих генов транспортеров – SLCO1А2 
и SLCO1B1.

Воздействие S-нитрозоглутатиона в течение 24 
ч в концентрациях 50 и 100 мкМ приводило к уве-
личению экспрессии гена SLCO1А2 в 3,2 раза и 2,5 
раза (р<0,0001) соответственно, а при концентра-
циях донора NO 1, 10 и 500 мкМ изменений выяв-
лено не было. Воздействие S-нитрозоглутатиона 

в диапазоне концентраций 1–500 мкМ и сроке 
инкубации 72 ч не влияло на экспрессию гена 
SLCO1А2 (рис. 4).

Воздействие S-нитрозоглутатиона в течение 
24 ч приводило к повышению экспрессии гена 
SLCO1B1 под действием S-нитрозоглутатиона 
в концентрациях 10, 50 мкМ в 40 раз (р<0,0001); 
100, 500 мкМ в 10 раз (p≤0,01) (рис. 5). Воздействие 
S-нитрозоглутатиона на протяжении 72 ч вызывало 
возрастание уровня SLCO1B1 в 3 раза при концен-
трации 10 мкМ, в 4 раза при 50 мкМ, в 8 раз при 
100 мкМ и 4,5 раза при 500 мкМ (р<0,0001 для всех 
значений) (рис. 5).
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Примечание:
****р < 0,0001 статистически значимые отличия от контроля.

Note:
****p < 0.0001 statistically signifi cant diff erences from the control.

Относительная представ-
ленность ампликонов гена 
SLCO1А2 в клетках линии 
HepG2 по результатам 
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Figure 4.
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Note:
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Figure 5.
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Обсуждение

В настоящем исследовании оценивалось влияние 
оксида азота II (NO) на уровень основных клини-
чески значимых транспортеров семейства OATP – 
OATP1A2 и OATP1B1.

В  качестве донора NO – использова ли 
S-нитрозоглутатион, являющийся S-нитро зи ли-
ро ван ным производным глутатиона, который при-
сутствует в клетках в физиологических условиях, 
обладает минимальной токсичностью, а также 
принимает участие в различных биохимических 
процессах, контролирующих гомеостаз [14].

Уст  ановлено, что NO регулирует многочислен-
ные процессы в организме: сосудистый гомеостаз 
[15], работу органов желудочного- кишечного трак-
та [16], функционирование центральной и перифе-
рической нервной системы [17] и т. д.

Основные физиологические функции NO реали-
зуются через NO-рГЦ-цГМФ-сигнальный каскад [18].

В ходе выполнения настоящего исследования 
было показано, что добавление S-нитро зо глу-
та ти она в диапазоне концентраций 10–500 мкМ 
и длительности экспозиции 24 и 72 ч вызывает 
повышение внутриклеточного уровня метаболитов 
оксида азота, что свидетельствует об адекватности 
использования данного донора NO.

В эксперименте in vitro на клетках линии HepG2 
под действием NO происходило увеличение отно-
сительного количества изучаемых транспортеров – 
OATP1A2 и OATP1B1: OATP1A2 при сроке экспо-
зиции 24 ч и концентрациях S-нитрозоглутатиона 
50 и 100 мкМ, OATP1B1 при инкубации 24 и 72 ч 

в концентрациях 10–500 мкМ. Аналогичная тен-
денция увеличения отмечалась для экспрессии 
генов SLCO1А2 и SLCO1B1, что указывает на регу-
ляцию количества белков- транспортеров посред-
ством изменения экспрессии соответствующих 
генов в условиях модуляции концентрации NO.

Ранее нами было показано, что NO стимулирует 
работу эффлюксного транспортера суперсемейства 
АBC – P-гликопротеина [19].

Так как изученные в  данном исследовании 
транспортеры являются инфлюксными, то есть 
обеспечивают транспорт субстратов внутрь клеток, 
в совокупности полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что NO может стимулировать разные 
виды транспорта как внутрь, так и из клеток.

Полученные результаты имеют важное прак-
тическое значение. Например, ОАТР1А2 играет 
важную роль в реабсорбции желчных кислот [20] 
и повышение количества транспортера при раз-
витии заболеваний печени, сопровождающихся 
продукцией NO, может снижать их выделение 
в желчевыводящие пути.

ОАТР1В1 играет важную роль в фармакокине-
тике статинов, обеспечивая их проникновение 
внутрь гепатоцитов [21]. Совместное применение 
доноров NO, например, нитратов (нитроглицерина 
или изосорбида динитрата) вместе со статинами те-
оретически может приводить к повышению уровня 
ОАТР1В1 и таким образом усилить проникновение 
гиполипидемических средств внутрь гепатоцитов 
и повысить их фармакологических эффект.

Заключение
Донор NO – S-нитрозоглутатион in vitro в клетках линии HepG2 вызывает повышение относительного 
количества транспортеров семейства OATP – OATP1A2 и OATP1B1, обусловленное усилением экспрессии 
генов SLCO1А2 и SLCO1B1.
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