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На сегодняшний день для моделирования ки-
шечного барьера in vitro широко используется ли-
ния клеток Caco-2 [1]. Эта клеточная линия изна-
чально была получена от пациента с аденокар-
циномой толстой кишки, однако, по мере роста в 
культуре клетки дифференцируются и начинают 
проявлять многие свойства эпителия тонкого ки-
шечника. В культуре они образуют монослой по-
ляризованных призматических клеток, экспресси-
рующих целый ряд ферментов щеточной каемки 
и мембранных транспортеров, характерных для 
клеток эпителия тонкого кишечника [2, 3]. Несмо-
тря на свою популярность, клетки линии Caco-2 
обладают целым рядом недостатков. В частности, 
из-за образования более плотных межклеточных 
контактов, монослой клеток Caco-2 обладает сни-
женной проницаемостью для молекул, транспор-
тирующихся парацеллюлярным путем, а также 

значительно более высокими значениями тран-
сэпителиального сопротивления по сравнению с 
кишечником in vivo [2, 3]. Одной из причин на-
блюдаемых отличий между in vitro и in vivo экс-
периментами может быть изменение состава вне-
клеточного матрикса (ВКМ) [4].

Применение белков внеклеточного матрикса 
при культивировании способствует приближению 
условий культивирования к физиологическим. 

Важным компонентом ВКМ являются лами-
нины, образующие семейство секретируемых ге-
теротримерных белков, в состав которых входит 
три цепи: α, β и γ [5]. Среди рецепторов ламини-
нов на поверхности клеток можно выделить инте-
грины, α-дистрогликан и некоторые другие клас-
сы молекул [6]. При связывании с рецепторами 
на поверхности клетки ламинины могут акти-
вировать различные сигнальные пути,  включая 

Список сокращений: ВКМ – внеклеточный матрикс; ПО  — программное обеспечение; TEER – трансэпителиальное / трансэн-
дотелиальное сопротивление; DPBS – фосфатно-солевой буферный раствор Дульбекко; LM – ламинин.
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 PI3K / Akt и  NF-κB [5]. На сегодняшний день была 
показана важная роль ламининов в развитии и 
поддержании функционального состояния ки-
шечника [7]. Также известно, что смесь различ-
ных ламининов человека способствует дифферен-
цировке клеток Caco-2 [8].

Цель настоящей работы – оценка влияния раз-
личных ламининов на электрические параметры 
монослоя клеток Caco-2 при помощи импеданс-
ной спектроскопии.

Импедансная спектроскопия – это измере-
ние импеданса – полного электрического сопро-
тивления переменному синусоидальному току – 
при разных частотах электрического тока [9]. 
 Ранее было показано, что применение импеданс-
ной спектроскопии позволяет измерять не только 
трансэпителиальное/трансэндотелиальное сопро-
тивление (TEER), отражающее состояние плот-
ных контактов, но и другие электрические па-
раметры монослоя клеток, такие как электриче-
ская емкость и фоновое сопротивление [10–12]. 
 Электрическая емкость монотонно растет в ходе 
дифференцировки клеток эпителия кишечника 
и отражает степень дифференцированности, так 
как ее значения напрямую связаны с площадью 
поверхности мембраны [11, 13]. Фоновое сопро-
тивление также изменяетя в процессе роста кле-
ток Caco-2 и, судя по всему, отражает состояние 
базальной мембраны [14]. Таким образом, импе-
дансная спектроскопия является информативным 
методом, позволяющим оценить целый ряд пара-
метров, имеющих отношение к росту и диффе-
ренцировке клеток кишечника.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Материалы и реактивы
Материалы и реактивы, используемые в работе: 

культуральные флаконы с площадью поверхности 
25 см2 (TPP, Швейцария); питательная среда MEM 
(Gibco, США), фетальная бычья сыворотка (Gibco); 
раствор пенициллина 10000 МЕ/мл и стрептомици-
на 10000 мкг/мл (Gibco); раствор трипсина-ЭДТА 
0,25% с солями Хенкса («ПанЭко», Россия); рас-
твор DPBS («ПанЭко»); раствор ламининов 111, 
332 и 521 0,1 мг/мл (BioLamina, Швеция); 96-лу-
ночные планшеты с мембранными вставками (ма-
териал мембраны – поликарбонат, средний размер 
поры – 0,4 мкм) Transwell (Corning, США).

Культивирование эпителиальных клеток 
кишечника Caco-2

Клетки линии Caco-2 культивировали в куль-
туральных флаконах с площадью поверхности 

25 см2 в 5 мл питательной среды в клеточном ин-
кубаторе (5% СО2, 37 ℃). Питательная среда со-
стояла из базовой среды MEM с добавлением 20% 
фетальной бычьей сыворотки и 1%-ного раствора 
пенициллина и стрептомицина. Пересев произво-
дили каждые два-три дня.

Перед посевом клеток Caco-2 в мембранные 
вставки, мембраны покрывали различными лами-
нинами. Для этого в мембранные вставки добав-
ляли по 30 мкл раствора ламининов в DPBS с кон-
центрацией 10 мкг/мл. Затем 96-луночный план-
шет с мембранными вставками инкубировали при 
температуре 4 ℃ в течение 24 ч. После чего отби-
рали раствор ламининов из всех лунок и промыва-
ли каждую лунку 3 раза 100-мкл раствора DPBS. 
Далее все лунки планшета заполняли питательной 
средой (50 мкл в каждую лунку верхней камеры 
планшета, 235 мкл – нижней) и помещали план-
шет в клеточный инкубатор (5% СО2, 37 ℃) на 1 ч.

Клетки Caco-2 открепляли от подложки при 
помощи 0,25%-ного раствора трипсина-ЭДТА с 
солями Хенкса, после чего клетки ресуспенди-
ровали в питательной среде. Подсчет количества 
клеток осуществляли при помощи автоматическо-
го счетчика клеток Countess (Invitrogen, США).

В каждую мембранную вставку добавляли 
по 50 мкл клеточной суспензии с концентраци-
ей 112000 кл/мл. Далее в течение всего экспери-
мента инкубировали мембранные вставки в кле-
точном инкубаторе (5% СО2, 37 ℃). Среду меня-
ли через каждые  2-3 сут.

Измерение импедансных спектров  
и вычисление электрических параметров 
монослоя клеток Caco-2

Измерение спектров импеданса проводили в 
диапазоне частот 20 Гц–20 кГц (200 точек), при 
помощи системы импедансной спектрометрии 
(«БиоКлиникум») и электрода STX100C96 (World 
Precision Instruments). Измерения проводили 
при комнатной температуре. Для расчета основ-
ных электрических параметров клеточного моно-
слоя была использована упрощенная эквивалент-
ная схема, состоящая из элемента постоянной 
фазы, трансэпителиального/трансэндотелиально-
го сопротивления (TEER) и фонового сопротив-
ления Rm [15]. Первичную обработку получен-
ных данных проводили при помощи ПО CEISA 
Impedance fitting («БиоКлиникум»). Для каждого 
экспериментального состояния использовали по 
шесть мембранных вставок с клетками. Дальней-
шую статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи языка программи-
рования R 3.5 с интегрированной средой разра-
ботки RStudio 1.1. Для оценки  статистической  
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 достоверности различий электрических параме-
тров в группах использовали дисперсионный ана-
лиз (ANOVA) с поправкой Тьюки. Пороговый 
уровень значимости – 0,05.

Транскриптомный анализ
Анализ уровней экспрессии интегринов в 

дифференцированных и недифференцированных 
клетках Caco-2 проводили при помощи микрочи-
пов GeneChip Human Genome 1.0 ST (Affymetrix) 
[11, 14, 16, 17]. Клетки лизировали при помощи 
лизирующего буфера QIAzol (Qiagen, Германия). 
Далее выделяли тотальную РНК по протоколу 
производителя набора реагентов miRNeasy Mini 
Kit (Qiagen). Концентрацию выделенной тоталь-
ной РНК измеряли с помощью спектрофотометра 
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Каче-
ство РНК оценивали с помощью автоматической 
системы для электрофореза Experion (Bio-Rad, 
США). Для гибридизации на микрочипах исполь-
зовали по 500 нг каждого образца РНК по методи-
ке, описанной ранее [16, 17]. Эксперимент прово-
дили в трех повторах.

Полученные результаты обрабатывали с по-
мощью ПО TAC 4.0 (Thermo Fisher Scientific). 
Оценку статистической достоверности различий 
уровней экспрессии между дифференцированны-
ми и недифференцированными клетками Caco-2 
проводили при помощи однофакторного диспер-
сионного анализа (ANOVA) с поправкой Бенджа-
мини–Хохберга. Пороговый уровень значимо-
сти – 0,05. Гены с уровнем экспрессии ниже 6,0 
по логарифмической шкале Affymetrix считались 
неэкспрессирующимися.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ электрических параметров
Зависимость TEER от продолжительности 

культивирования при покрытии субстрата для ро-
ста клеток различными ламининами показана на 
рис. 1a. Через три дня после посева клеток значе-
ния TEER для клеток, растущих на ламинине 332, 
были статистически значимо выше, чем для кле-
ток, растущих на ламининах 111 и 511 (p = 0,012 и 
p = 0,001 соответственно). Затем, по мере диффе-
ренцировки клеток, значения TEER снижались, и 
через 10 сут после начала эксперимента значения 
TEER для клеток, культивируемых на ламининах 
332 и 511, не отличались между собой (p = 0,341). 
При этом значения TEER для клеток, растущих на 
подложке, покрытой ламинином 111, были выше 
более чем на 1000 Ом (p < 0,001).

Зависимость электрической емкости от про-
должительности культивирования при росте кле-
ток на подложках, покрытых различными ламини-
нами, приведена на рис. 1b. Через три дня после 
начала эксперимента значения электрической ем-
кости для клеток, растущих на ламининах 332 и 
511 не отличались между собой (p = 0,978), но были 
статистически значимо выше, чем для клеток, ра-
стущих на ламинине 111 (p = 0,002 и p = 0,003, со-
ответственно). В ходе дифференцировки клеток, 
значения электрической емкости постепенно уве-
личивались, и через 10 сут наибольшая емкость 
была достигнута при культивировании клеток на 
подложке, покрытой ламинином 332. Электриче-
ская емкость монослоя клеток Caco-2 была стати-
стически значимо ниже при культивировании на 

Рис. 1. Зависимость TEER (a), электрической емкости (b) и фонового сопротивления (c) от продолжительности экс-
перимента при покрытии пористого субстрата для роста клеток различными ламининами. 1 – LM-111, 2 – LM-332, 
3 – LM-511
Fig. 1. The dependence of TEER (а), electric capacitance (b) and background resistance (c) on time in case of coating of the 
porous substrate for cell growth with various laminins. 1 – LM-111, 2 – LM-332, 3 – LM-511
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ламининах 111 и 511 (p = 0,02 и p < 0,001 соответ-
ственно). Данный эффект был сильнее всего вы-
ражен для ламинина 511 (емкость была ниже при-
мерно на 0,08 мкФ, по сравнению с ламинином 
332), кроме того для него наблюдалась тенденция 
к снижению электрической емкости между 5-ми и 
10-ми сутками после начала эксперимента.

Анализ зависимости фонового сопротивления 
при росте клеток на подложках, покрытых различ-
ными ламининами (рис. 1с), показал, что через 
три дня после посева клеток статистически значи-
мых отличий в фоновом сопротивлении не было 
(p = 0,219). Однако на 10-е сутки наибольшие зна-
чения фонового сопротивления были достигнуты 
при культивировании клеток на субстрате, покры-
том ламинином 332. Значения фонового сопротив-

ления были статистически значимо ниже, как для 
ламинина 111, так и для ламинина 511 (p < 0,001 в 
обоих случаях). При этом значения фонового со-
противления для клеток, растущих на ламининах 
111 и 511 не отличались между собой (p = 0,638).

Транскриптомный анализ
На сегодняшний день известно, что основны-

ми рецепторами к α1 цепи ламинина являются ин-
тегрины α6β1 и α7β1 [5]. Анализ транскрипцион-
ного профиля клеток Caco-2 показал, что инте-
грины α6, α7 и β1 (гены ITGA6, ITGA7 и ITGB1 
соответственно) экспрессированы на достаточно 
высоком уровне в клетках Caco-2, причем их экс-
прессия не меняется в процессе дифференциров-
ки (табл. 1). Основными рецепторами к α3 цепи 

Та бл и ц а  1 
Уровни экспрессии генов интегринов в дифференцированных и недифференцированных  
клетках Caco-2 (по логарифмической шкале Affymetrix)

Expression of integrin genes in differentiated and undifferentiated Caco-2 cells (Affymetrix logarithmic scale)

Ген 
Средний уровень экспрессии в клетках 

Fc FDR p
дифференцированных недифференцированных

ITGA2 9,20 9,54 –1,26 3,81·10-2

ITGA2B 6,04 6,12 –1,06 4,15·10-1

ITGA3 7,85 6,88 1,96 3,28·10-5

ITGA4 5,15 5,12 1,02 7,22·10-1

ITGA5 8,77 7,46 2,48 2,00·10-4

ITGA6 9,40 9,42 –1,01 9,99·10-1

ITGA7 7,14 7,26 –1,09 5,11·10-1

ITGA8 4,59 4,58 1,00 5,65·10-1

ITGA9 7,75 7,98 –1,17 1,14·10-2

ITGA10 5,48 5,48 1,00 7,90·10-1

ITGA11 5,74 5,74 1,00 7,23·10-1

ITGAD 6,62 6,66 –1,02 7,90·10-1

ITGAE 6,27 6,33 –1,04 3,01·10-1

ITGAL 5,32 5,67 –1,27 5,16·10-2

ITGAM 5,54 5,58 –1,03 9,06·10-1

ITGAV 9,74 9,84 –1,07 6,12·10-1

ITGAX 5,93 6,00 –1,05 2,02·10-1

ITGB1 10,00 10,06 –1,04 3,53·10-1

ITGB2 6,31 6,40 –1,07 6,11·10-1

ITGB3 5,32 5,32 –1,00 9,87·10-1

ITGB4 8,92 8,86 1,04 7,12·10-1

ITGB5 9,07 9,59 –1,43 3,00·10-4

ITGB6 7,68 6,90 1,72 2,00·10-4

B7 6,12 6,10 1,01 7,55·10-1

B8 6,86 7,45 –1,50 2,00·10-4

Примечание: FDR p – уровень значимости с поправкой на множественные сравнения по методу Бенджамини-Хохберга; 
Fc (Fold change) – степень изменения содержания мРНК гена в дифференцированных клетках по сравнению с недифферен-
цированными.
Note: FDR p is the significance level adjusted for multiple comparisons according to the Benjamini-Hochberg method; Fc (Fold 
change) – the degree of change in the content of the mRNA in differentiated cells compared with undifferentiated.
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ламинина являются интегрины α6β4 и α3β1 и 
α6β1 [5]. Интегрины α3 и β4 (гены ITGA3 и ITGB4 
соответственно) также экспрессированы в клет-
ках Caco-2 на достаточно высоком уровне, при-
чем экспрессия интегрина α3 растет в процессе 
дифференцировки клеток (p < 0,001). С α5 цепью 
ламинина могут связываться все перечисленные 
выше интегриновые рецепторы [5]. Таким обра-
зом, клетки Caco-2 обладают необходимым на-
бором рецепторов для взаимодействия со всеми, 
рассматриваемыми в этой работе, α-цепями лами-
нинов. Вероятнее всего, наблюдаемые эффекты 
являются результатом взаимодействия экзоген-
ных ламининов с соответствующими интегрино-
выми рецепторами на поверхности клеток.

Известно, что α1-цепь ламинина экспресси-
руется в тонком кишечнике только во время эм-
брионального развития организма, а цепи α3 и 
α5 экспрессируются эпителиальными клетками 
во взрослом организме на достаточно высоком 
уровне [7].

Из полученных данных видно, что покрытие 
субстрата для роста клеток ламинином 111 приво-
дит к высоким значениям TEER, свидетельству-
ющим об уплотнении межклеточных контактов, а 
также к достаточно низким значениям электриче-
ской емкости, что связано со снижением площа-
ди поверхности апикальной мембраны и соответ-
ствует менее дифференцированному фенотипу. 
Таким образом, ламинин 111 не является опти-
мальным субстратом для роста и дифференциров-
ки клеток Caco-2.

Культивирование клеток  Caco-2 на подложке, 
покрытой ламинином 511, не приводило к аномаль-
ному повышению значений TEER. Однако резуль-
таты измерения электрической емкости свидетель-
ствуют о снижении площади поверхности клеточ-
ной мембраны под воздействием ламинина 511.

Применение ламинина 332 в качестве субстра-
та для роста клеток кишечника позволило добить-
ся максимальных значений электрической емкости, 
а следовательно и площади поверхности клеточной 
мембраны, без увеличения TEER. Более того, взаи-
модействие клеток с ламинином 332 приводит к по-
вышению значений фонового сопротивления, сви-
детельствующему о лучшем развитии базальной 
мембраны. Таким образом, на основании получен-
ных данных, можно сделать вывод о том, что лами-
нин 332 является оптимальным субстратом для ро-
ста и дифференцировки клеток Caco-2 in vitro.
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Abstract–The comparative analysis of electrical parameters of a Caco-2 cell monolayer cultured on 
substrates coated with laminins 111, 332 и 511 has been carried out. The cell electrical parameters reflect 
its state and, in particular, its degree of differentiation. Impedance spectroscopy is the most convenient 
method for comprehensive assessment of electrical parameters. It was shown via this method that laminin 
332 was the optimal substrate for CACO-2 cell growth and differentiation in vitro. The use of laminin 511 
led to significantly lower electric capacitance, and laminin 111 caused a large increase in TEER. 
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