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Плацента является ключевым органом, регу-
лирующим транспорт различных веществ меж-
ду кровотоком матери и ребенка во время бере-
менности [1]. Плацентарный барьер представля-
ет собой слой клеток трофобласта и слой клеток 
эндотелия сосудов ребенка, которые разделены 
слившейся базальной мембраной данных клеток. 

Одним из основных компонентов базальной мем-
браны являются белки ламинины, непосредствен-
но контактирующие с клетками [2]. Гетеротриме-
ры ламинины состоят из альфа-, бета- и гамма-це-
пи. В зависимости от того, какие цепи входят в 
состав ламинина, проявляются различные биоло-
гические эффекты при взаимодействии клеток с 
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Клетки хориокарциномы человека BeWo b30 позволяют моделировать плацентарный барьер, 
имитируя клетки цитотрофобласта. Поскольку данные клетки могут образовывать многослойные 
структуры, был разработан метод контроля числа клеток на основе MTS-теста. Было выявлено, что 
при культивировании клеток на ламинине 521 происходит значимое изменение трансэпителиального 
электрического сопротивления (TEER) и электрической емкости монослоя клеток, по сравнению 
с условиями культивирования без внеклеточного матрикса. Транскриптомный анализ клеток без 
внеклеточного матрикса и культивируемых на ламинине 521 выявил, что при наличии ламинина 
происходит понижение экспрессии гена ZNF708 и повышение экспрессии генов SNAI1 и 
програнулина GRN, что может указывать на подготовку клеток к слиянию в синцитиотрофобласт. 
Также было отмечено изменение экспрессии пяти генов микроРНК и одного гена малой ядрышковой 
РНК. Наблюдаемый эффект мог быть обусловлен влиянием используемого ламинина.
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Список сокращений:  кДНК – комплементарная ДНК; ОП – оптическая плотность; ЦКП – центр коллективного пользова-
ния; ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота; DMEM (от англ. Dulbecco’s Modified Eagle Medium) – среда Игла в 
модификации Дульбекко; DPBS (от англ. Dulbecco’s phosphate-buffered saline) – натрий-фосфатный буфер Дульбекко; MTS – 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-5-(3-кар боксиметоксифенил)-2-(4-сульфофенил)-2H-тетразолиум; TEER  (от англ. Transepithelial 
electrical resistance) ‒ трансэпи телиальное электрическое сопротивление.
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данными ламининами [3]. Плацента является бо-
гатым источником ламининов, в частности, на 
различных этапах ее развития в ней обнаружива-
ются ламинины 111, 511 и 521 [4].

Моделирование органов in vitro в микрофлюид-
ных устройствах является эффективным методом 
изучения транспорта веществ и влияния на состоя-
ние органов различных факторов, включая внекле-
точный матрикс и лекарственные средства. В дан-
ных моделях используются человеческие клетки, 
что приближает модель к реальным условиям.  Ранее 
было разработано микрофлюидное устройство для 
выращивания моделей органов в чипе  [ 5–7], кото-
рое также может использоваться для моделирова-
ния плацентарного барьера. Для моделирования 
клеток трофобласта в составе плаценты наиболее 
часто используется линия хориокарциномы чело-
века BeWo, в частности ее клон b30. Данные клет-
ки обладают хорошей адгезией к субстрату, спо-
собны дифференцироваться в клетки цитотрофоб-
ласта, секретировать характерные для трофобласта 
гормоны и образовывать конфлюэнтный монос-
лой, обладающий барьерно-транспортной функци-
ей. Модели плацентарного барьера in vitro являются 
компромиссом между исследованиями с участием 
людей или послеродовой плаценты вне организма 
и экспериментами на животных [8].  Однако стоит 
отметить, что клетки BeWo b30 не обладают кон-
тактным торможением, поэтому могут формиро-
вать многослойные структуры [9]. В связи с этим 
важным является разработка методов контроля чис-
ла клеток в экспериментах с BeWo b30.

Одним из способов улучшения моделей пла-
центарного барьера in vitro является создание 
подходящего микроокружения, которое будет 
приближать модель к физиологическим услови-
ям. В частности, создание микроциркуляции пи-
тательной среды позволяет имитировать есте-
ственный кровоток [10]. Кроме того, покрытие 
культуральных поверхностей внеклеточным ма-
триксом, например, ламининами, также способно 
значительно изменять свойства клеток, прибли-
жая их к реальным условиям [11, 12].

Ранее ламинины получали только из живот-
ных тканей в виде смеси различных типов лами-
нинов, однако с появлением возможности син-
тезировать рекомбинантные ламинины стало 
возможным исследовать влияние на клетки от-
дельных видов ламининов [13]. 

Цель данного исследования – изучение вли-
яния ламинина 521 на свойства монослоя кле-
ток BeWo b30 как модели плацентарного барьера 

in vitro и разработка метода контроля количества 
клеток BeWo b30 при культивировании во встав-
ках Transwell.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 

Материал
Клон линии клеток хориокарциномы BeWo b30 

был получен от профессора Кристианы Альбрехт 
(Университет Берна, Швейцария) по разрешению 
доктора Алана Шварца (Университет Вашингтона 
в Сент-Луисе, США). Клетки культивировались в 
стандартных культуральных планшетах с площа-
дью 75 см2 в среде DMEM с высоким содержани-
ем глюкозы (4,5 г/л) без L-глутамина и пирувата 
(Gibco, США) с добавлением 10%-ной феталь-
ной бычьей сыворотки One Shot (Gibco), 2 мМ 
L-глутамина стерильного для питательных сред 
(«ПанЭко», Россия), 1%-ного раствора заменимых 
аминокислот MEM Non-essential Amino Acid Solu-
tion 100x (Gibco) и раствора пенициллина и стреп-
томицина (Gibco) до финальной концентрации 
100 ед/мл и 100 мкг/мл, соответственно, при 37 °С 
и 5% CO2 в клеточном CO2-инкубаторе.  Пересев 
клеток проводился каждые 2–3 дня.

Определение количества клеток  
по концентрации двухцепочечной ДНК  
и с помощью MTS-теста

Для разработки методики оценки количества 
клеток BeWo b30 клетки снимали с культураль-
ных планшетов с помощью 0,25%-ного раствора 
трипсина-ЭДТА с солями Хенкса (ПанЭко), после 
чего трипсин инактивировали добавлением фе-
тальной бычьей сыворотки, клетки центрифуги-
ровали, отбирали супернатант и затем клетки ре-
суспендировали в культуральной среде.

Концентрация клеток в суспензии определя-
лась с помощью автоматического счетчика клеток 
Countess (Invitrogen, США). После этого суспен-
зия титровалась, чтобы получить в отдельных про-
бирках разные количества клеток: 10, 20, 40, 60, 80, 
100, 200 и 300 тыс. клеток. В пробирках клетки цен-
трифугировали и супернатант заменяли на 50 мкл 
0,1%-ного раствора додецилсульфата натрия. Для 
разрушения мембран клетки тщательно перемеши-
вали с помощью центрифуги-вортекса Microspin 
FV-2400 (BioSan, Латвия) и на флуориметре Qu-
bit 2.0 определяли концентрацию двухцепочечной 
ДНК с помощью набора реагентов Qubit dsDNA HS 
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США).

В качестве альтернативного метода определе-
ния количества клеток использовался MTS-метод. 
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Клетки BeWo b30 добавлялись в культураль-
ные вставки 96-луночных культуральных систем 
Corning HTS Transwell (Merck, США) площадью 
0,143 см2 в известном количестве: 10, 20, 40, 60, 
80, 100, 200 и 300 тыс. клеток на вставку. Клеткам 
давали возможность прикрепиться к поверхности 
в течение 24 ч. После этого производили замену 
среды на смесь среды и реагента MTS из расче-
та 20 мкл реагента на 100 мкл среды, при этом во 
вставки с клетками наливали 100 мкл смеси, а в 
лунки под клетками – 200 мкл. Клетки инкубиро-
вали с реагентом MTS в течение 4 ч, после этого 
среду сверху и снизу отбирали и смешивали. 100 
мкл раствора переносилось в 96-луночный план-
шет для определения оптической плотности при 
длине волны 490 нм (ОП490) на приборе Spectra-
max iD3 (Molecular Devices, США).

Покрытие культуральных вставок 
ламинином 521

Для оценки влияния ламинина 521 на клет-
ки BeWo b30 мембранные вставки 96-луноч-
ных культуральных систем Corning HTS Tran-
swell (Merck, США) площадью 0,143 см2 покры-
вали рекомбинантным ламинином 521 (Biolamina, 
Швеция). Стоковый раствор ламинина с концен-
трацией 100  мкг / мл разводили до рабочей кон-
центрации 10 мкг/мл с помощью раствора DPBS 
(ПанЭко) с содержанием ионов Ca2+ и Mg2+ (осмо-
ляльность раствора 270–300 мОсм/л, что соответ-
ствует физиологическому значению). В каждую 
культуральную вставку наливали по 30 мкл рабо-
чего раствора ламинина 521 (около 2 мкг/см2), по-
сле чего вставки инкубировали 2 ч в клеточном 
инкубаторе при 37 °C. После этого раствор лами-
нина удаляли и культуральные вставки трижды 
промывали с помощью DPBS.

Для контрольного эксперимента вместо раство-
ра ламинина использовался DPBS. После промы-
вания культуральных вставок DPBS в них налива-
ли 50 мкл культуральной среды, а в нижние каме-
ры системы Transwell – по 235 мкл среды. Системы 
Transwell с культуральными вставками инкубирова-
ли в течение 1 ч в клеточном инкубаторе при 37 °C, 
после чего переходили к культивированию клеток.

Культивирование клеток  
и импедансная спектрометрия

Суспензию клеток BeWo b30 с концентрацией 
400 тыс. кл./мл наливали в объеме 50 мкл в каждую 
культуральную вставку, уже содержащую 50 мкл 
среды (около 20000 клеток на каждую вставку или 
140000 кл./см2). В процессе культивирования кле-
ток замена среды производилась каждые 2–3 дня, 

перед каждой заменой среды состояние клеток кон-
тролировалось с помощью прибора для импеданс-
ной спектрометрии (BioClinicum, Россия) в диапа-
зоне частот от 20 до 20000 Гц как было описано 
ранее [9, 14]. На основе импедансных спектров рас-
считывали значения фонового электрического со-
противления, трансэпителиального электрическо-
го сопротивления (TEER) и электрической емкости 
клеток. Проверка значений TEER на нормальность 
распределения осуществлялась с помощью мето-
да Колмогорова-Смирнова. Распределение значе-
ний не отличалось достоверно от нормального, по-
этому для сравнения значений TEER использовал-
ся стандартный t-критерий Стьюдента.

Сравнительный полногеномный 
транскриптомный анализ

После культивирования клеток BeWo b30 на 
ламинине 521 и пластике без внеклеточного ма-
трикса был проведен сравнительный полногеном-
ный транскриптомный анализ с помощью микро-
чипов Affymetrix GeneChip Human Transcriptome 
Array 2.0 (Thermo Fisher Scientific, США), как было 
описано ранее [15]. Для этого производили покры-
тие 24-луночного культурального планшета (Sig-
ma, США) раствором ламинина 521 в DPBS с со-
держанием ионов Ca2+ и Mg2+, как описано выше, а 
в контрольных лунках производилось инкубирова-
ние с раствором DPBS. После этого клетки BeWo 
b30 высаживали в количестве 60000 кл./лунка и 
культивировались в течение 24 ч, чтобы исклю-
чить влияние таких факторов, как контактное вза-
имодействие, гипоксия и дефицит питательных ве-
ществ и выявить действие на клетки ламинина 521.

После этого по три биологических повто-
ра клеток на ламинине 521 и на пластике без ма-
трикса лизировали в 700 мкл Qiazol Lysis Reagent 
(Qiagen, Германия). Далее выделяли тотальную 
РНК с помощью набора реагентов miRNeasy Mini 
Kit (Qiagen), как описано было ранее [16]. Опре-
деление концентрации РНК производилось с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop ND-1000 
по ОП260. Отношение ОП260/ОП280 для всех образ-
цов >2 было показателем высокой чистоты вы-
деленной РНК [17]. Все образцы РНК подверга-
лись анализу качества с помощью прибора 2100 
Bioanalyzer и набора реагентов RNA 6000 Nano 
Kit (Agilent, США) [18] и имели показатель ка-
чества RIN >7. Все стадии подготовки образцов 
для гибридизации на микрочипы Gene Chip Hu-
man Transcriptome Array 2.0 Affymetrix проводили 
так, как было описано ранее [19, 20]. Для синте-
за кДНК использовали 500 нг тотальной РНК, вы-
деленной из клеток. Гибридизацию, промывание, 
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 окрашивание и сканирование микрочипов про-
водили так, по [21].  Сравнение экспрессии генов 
проводилось с помощью программы Transcrip-
tome Analysis Console version 4.0.1.36 (Thermo 
Fisher Scientific) с использованием пред обработки 
методом RMA [22, 23] и статистического метода 
eBayes. Достоверным считалось изменение экс-
прессии не менее чем в 1,5 раза при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Методы контроля количества кле ток 
Анализ корреляции количества клеток и кон-

центрации двухцепочечной ДНК в лизатах, полу-
ченных с помощью додецилсульфата натрия, по-
казал линейную зависимость только до 80 тыс. 
клеток, после чего значения концентраций ДНК 
постепенно выходят на плато (рис. 1), что может 
свидетельствовать о неэффективности лизирова-
ния большего количества клеток или неэффектив-
ности набора реагентов Qubit dsDNA HS Assay 
Kit при таком количестве нефрагментированной 
геномной двухцепочечной ДНК.

Анализ корреляции результатов MTS-теста и 
количества клеток также показал, что линейность 
метода сохраняется до 80 тыс. клеток, после чего 
значения поглощения при 490 нм выходят на плато 
(рис. 2). При этом коэффициент линейной аппрокси-
мации был выше для метода на основе MTS-теста, 
кроме того, клетки после данного теста оставались 
жизнеспособными и могли быть использованы для 
других экспериментов, поэтому данный метод был 
выбран в качестве предпочтительного для контроля 
количества клеток BeWo b30 при культивировании 
на мембранных вставках Transwell.

Результаты импедансной спектрометрии при 
культивировании клеток на ламинине 521

Первое измерение импедансного спектра про-
изводилось через три дня после посадки клеток 
BeWo b30 на культуральные вставки Transwell с 
различными покрытиями. Для клеток на ламини-
не 521 и без внеклеточного матрикса годограф им-
педанса принял характерную форму полуокруж-
ности, что указывает на формирование монослоя 
клеток; были рассчитаны значения TEER и элек-
трической емкости. На 5-й день клетки на ламини-
не 521 и без внеклеточного матрикса не отличались 
значимо по значению TEER, однако к  10-му дню 
показатель TEER клеток на ламинине 521 вышел 
на плато, а без матрикса продолжил расти (рис. 3).

Ранее было показано, что ламинины, содер-
жащие α5-цепь, способствуют дифференциров-
ке клеток [4]. Электрическая емкость клеток мо-
жет отражать изменение поверхности клеток при 

Рис. 3. Изменение трансэпителиального электри-
ческого сопротивления (TEER) с течением времени 
при росте клеток BeWo b30 без внеклеточного ма-
трикса (1) и на матриксе с ламинином (2)
Fig. 3. Change in transepithelial electrical resistance 
(TEER) over time during the growth of BeWo b30 cells 
on plastic without extracellular matrix (1) and on lami-
nin 521 (2)
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Рис. 1. Зависимость концентрации ДНК, определен-
ной с помощью Qubit dsDNA HS Assay Kit, от коли-
чества клеток BeWo b30
Fig. 1. Dependence of the DNA concentration deter-
mined by Qubit dsDNA HS Assay Kit on the number 
of BeWo b30 cells

Рис. 2. Зависимость ОП490 среды после 4 ч инкуба-
ции клеток с реагентом MTS от количества клеток 
BeWo b30
Fig. 2. Dependence of the medium OD490 after 4 h of in-
cubation of cells with the MTS reagent on the number 
of BeWo b30 cells
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дифференцировке, например, образование ми-
кроворсинок или иные преобразования мембра-
ны [24]. Емкость клеток на ламинине 521 на 5-й 
день была ниже, чем у клеток без внеклеточного 
матрикса, а начиная с 7-го дня емкость стала вы-
ходить на плато, при этом значения емкости были 
выше для клеток без ламинина, чем на ламинине 
521 (рис. 4). Эти данные также согласуются с ро-
лью ламинина 521 в развитии плаценты [4].

Результаты сравнительного полногеномного 
транскриптомного анализа

Поскольку клетки на ламинине 521 вплоть до 
7-го дня были неотличимы по значениям TEER от 
клеток без внеклеточного матрикса, но отличались 
по значениям электрической емкости, было реше-
но сравнить профили экспрессии генов данных 
клеток. Различия в экспрессии при снижении кон-
тактного взаимодействия клеток и возможной ги-
поксии и дефицита питательных веществ при дли-
тельном культивировании были минимальными: 
в клетках на ламинине 521 была достоверно сни-
жена экспрессия 39 и повышена экспрессия 75 ко-
дирующих транскрипционных кластеров. Одна-
ко среди всех этих кластеров аннотированными 
в базе данных Affymetrix оказались всего лишь 
10 кластеров. Список закодированных в них генов 
и изменения их экспрессии приведены в табл. 1.

Из представленных генов один является псев-
догеном (TECRP1), нефункциональным анало-
гом гена TECR, кодирующего транс-2,3-еноил-Ко-
А-редуктазу, фермент метаболизма жирных кис-
лот. Еще пять генов кодируют пре-микроРНК для 
микроРНК hsa-miR-3668, hsa-miR-3942-5p, hsa-
miR-3942-3p, hsa-miR-623, hsa-miR-578 и hsa-
miR-3143, изменение уровня которых может вы-

зывать изменение экспрессии их генов-мишеней 
[25, 26]. Один ген кодирует малую ядрышковую 
РНК SNORD75. Два гена кодируют транскрипци-
онные факторы SNAI1 и ZNF708: экспрессия гена 
SNAI1 в клетках BeWo b30 на ламинине 521 повы-
шена, а гена ZNF708 – понижена.

Было показано, что экспрессия гена SNAI1, 
являющегося ключевым регулятором эпители-
ально-мезенхимального перехода, повышается в 
клетках BeWo при синцитиализации, то есть сли-
янии клеток цитотрофобласта с образованием 
синцитиотрофобласта [27]. Кроме того, в клет-
ках BeWo b30, схожих с барьерным цитотрофо-
бластом, экспрессия SNAI1 была выше, чем в 
клетках HTR8/SVneo, похожих на высокоинва-
зивный вневорсинчатый трофобласт [28]. 

Рис. 4. Изменение электрической емкости с течени-
ем времени при росте клеток BeWo b30 без внекле-
точного матрикса (1) и на матриксе с ламинином (2)
Fig. 4. Change in electrical capacitance over time 
during the growth of BeWo b30 cells on plastic without 
extracellular matrix (1) and on laminin 521 (2)
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Ген Экспресия клеток BeWo b30, log2-ед. Кратность различий 
(линейная)

Уровень  
значимости (p)на ламинине 521 без матрикса

MIR3668 9,7 9,0 1,7 0,005
SNAI1 6,4 5,7 1,7 0,034
TECRP1 12,5 11,8 1,6 < 0,001
MIR3942 7,5 6,9 1,5 0,031
GRN 10,8 10,2 1,5 0,002
SNORD75 11,2 10,7 1,5 0,019
MIR623 5,9 5,4 1,5 0,025
ZNF708 11,0 11,5 -1,5 0,007
MIR578 3,9 4,7 -1,7 0,001
MIR3143 8,3 10,3 -4,2 < 0,001
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Экспрессия гена GRN, кодирующего секретор-
ный гликопротеин (програнулин), стимулирует деле-
ние клеток BeWo и так же выше в синцитиотрофоб-
ласте, чем в цитотрофобласте [29]. Возможно, на-
блюдаемое нами изменение экспрессии генов SNAI1 
и GRN на ламинине 521 свидетельствует о подго-
товке клеток BeWo b30 к слиянию в синцитиотро-
фобласт, что согласуется с наблюдаемым пониже-
нием TEER на 10-й день в клетках на ламинине 521 
по сравнению с клетками на пластике без покрытия. 
В то же время функция транскрипционного фактора 
ZNF708 в трофобласте на данный момент остается 
неизученной, а изменение экспрессии, кодирующих 
его генов в данных клетках, описано нами впервые.

Таким образом, в данной работе MTS-тест был 
показан как оптимальный способ контроля коли-
чества клеток  BeWo b30 при росте на вставках 
Transwell. Было отмечено влияние ламинина 521 
на импедансный спектр и электрические показате-
ли монослоя клеток BeWo b30 как модели плацен-
тарного барьера in vitro, в частности, были отме-
чены характерные различия в TEER и электриче-
ской емкости клеток при росте без внеклеточного 
матрикса и на ламинине 521. Анализ транскрипто-
ма клеток на пластике без внеклеточного матрик-
са и при наличии покрытия ламинином 521 пока-
зал изменение экспрессии генов SNAI1, ZNF708 и 
GRN.  Наблюдаемые изменения могут свидетель-
ствовать о подготовке клеток на ламинине 521 к 
слиянию в синцитиотрофобласт, что указывает 
на более физиологичные условия при добавлении 
внеклеточного матрикса в модель плацентарного 
барьера на основе клеток BeWo b30.

При выполнении работы было использовано 
оборудование ЦКП «Постгеномные и метаболом-
ные методы исследования в молекулярной биоло-
гии» на базе ООО НТЦ «БиоКлиникум».
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Abstract–A human choriocarcinoma cell line BeWo b30 imitates cytotrophoblast cells and thus allows to 
model the placental barrier. Since these cells can form multilayered structures, a method to control the number 
of cells based on the MTS test has been developed. It was found that during the cell growth on a laminin-
521-containing extracellular matrix a significant change in the transepithelial electrical resistance (TEER) 
and the electrical capacitance of the cell monolayer is observed as compared to the cultivation without the 
extracellular matrix. The transcriptome analysis of the cells revealed that in the presence of laminin-521, 
the expression of the ZNF708 gene decreases and that of the SNAI1 and progranuline gene GRN increases 
as compared to the data obtained without the extracellular matrix. This may indicate that in the first case the 
cells were prepared to fuse into syncytiotrophoblast. A change in the expression of five microRNA genes and 
one snoRNA gene was also observed. The above mentioned effects can be associated with the used laminin.
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