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Клетки линии Caco-2 традиционно использу-
ются для создания in vitro моделей кишечного ба-
рьера, которые широко применяются для изуче-
ния абсорбции лекарственных средств на докли-
нических этапах исследований [1].  Образующие 
барьер эпителиальные клетки, прежде всего, ха-
рактеризуются способностью формировать плот-
ные межклеточные контакты, разделяющие апи-
кальный и базолатеральный компартменты. 
 Контроль целостности плотных контактов являет-
ся ключевой задачей при работе с in vitro-моделя-
ми барьерных тканей. На сегодняшний день суще-
ствуют несколько методов, позволяющих контро-
лировать состояние плотных контактов, наиболее 
популярные из которых – использование меченых 
субстратов [2, 3] и измерение трансэпителиаль-
ного сопротивления TEER [4]. Ранее нами было 
показано, что применение импеданс-спектроско-
пии для измерения TEER позволяет надежнее вы-
являть дефекты в полученных моделях, по срав-
нению с классическим способом, при этом сам 
метод является значительно менее трудоемким и 
времязатратным, по сравнению с использованием 
меченых субстратов [5].

Также при создании in vitro-моделей барьер-
ных тканей важно стремиться к наиболее пол-
ному воспроизведению структуры кишечника. 
 Полностью развитый кишечник характеризуется, 
в частности, наличием ворсинок [6]. Молекуляр-
ный механизм формирования ворсинок в кишеч-
нике на сегодняшний день изучен не достаточно, 
однако, показано, что сигнальные пути BMP (Bone 
Morphogenetic Protein) и PDGF (Platelet Derived 
Growth Factor) играют важную роль в этом про-
цессе [9, 10]. Недавно было показано, что клетки 
Caco-2 при длительном культивировании в устрой-
ствах «орган-на-чипе» образуют выросты, похо-
жие на ворсинки кишечника [7]. При математиче-
ском моделировании электрического поля в ячей-
ке для культивирования наблюдалось постепенное 
снижение значений TEER в процессе роста ворси-
нок. Как было показано авторами при ранее про-
веденных единичных измерениях, значения TEER 
на поздних этапах культивирования клеток Caco-2 
в статических условиях также снижаются [8].

Цель данной работы – изучение процесса 
формирования ворсинок кишечника in vitro при 
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помощи транскриптомного анализа, а также де-
тального анализа динамики изменений значений 
TEER на поздних этапах культивирования клеток 
Caco-2.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реактивы и материалы
В работе были использованы следующие ма-

териалы: культуральные флаконы с площадью 
поверхности 25 см2 (TPP, Швейцария); питатель-
ная среда MEM (Gibco, США), фетальная бы-
чья сыворотка (Gibco); раствор пенициллина 
10000  МЕ / мл и стрептомицина 10  мг / мл (Gibco); 
раствор трипсина-ЭДТА 0,25% с солями Хенкса 
(«Пан Эко», Россия); раствор DPBS («ПанЭко»); 
96-луночные планшеты с мембранными встав-
ками (средний размер поры – 1 мкм) Transwell 
( Corning, США).

Культивирование эпителиальных клеток 
кишечника Caco-2

Клетки Caco-2 культивировали в питательной 
среде MEM (20% (об.) фетальной бычьей сыво-
ротки и 1% (об.) раствора пенициллина и стрепто-
мицина). Культивирование проводили при 37 ℃ в 
атмосфере 5% СО2. Субкультивирование произво-
дили каждые два-три дня.

Мембранные вставки перед посевом клеток 
заполняли питательной средой (50 мкл в верх-
нюю камеру, 235 мкл в нижнюю) и инкубировали 
в клеточном инкубаторе 1 ч. Затем в каждую мем-
бранную вставку добавляли по 5600 кл. в 50 мкл 
питательной среды. Планшеты с мембранными 
вставками в течение всего эксперимента инку-
бировали в клеточном инкубаторе. Смену среды 
производили каждые два-три дня.

Мониторинг значений TEER в режиме 
реального времени

Для определения значений TEER измеряли 
с периодичностью 1 ч импеданс-спектры в ди-
апазоне частот от 20 Гц до 20 кГц (200 точек), 
при помощи системы импедансной спектро-
метрии (НТЦ «БиоКлиникум») и оригиналь-
ных позолоченных электродов (НТЦ «БиоКли-
никум»).  Эксперимент проводили в трех повто-
рах.  Значения TEER рассчитывали по описанной 
ранее эквивалентной электрической схеме [11], 
при помощи программного обеспечения CEISA 
Impedance fitting (НТЦ «БиоКлиникум»). Ста-
тистическую обработку полученных данных 
проводили при помощи языка программирова-
ния R 3.5 с интегрированной средой разработки 
RStudio 1.1.

Транскриптомный анализ

Проведен анализ экспрессии генов, участвую-
щих в формировании ворсинок in vivo, при помощи 
микрочипов. Анализ уровней экспрессии генов, 
участвующих в сигнальных путях BMP и PDGF, в 
дифференцированных и недифференцированных 
клетках Caco-2 проводили при помощи микрочи-
пов GeneChip Human Genome 1.0 ST (Affymetrix) по 
описанной ранее методике [8,  12–14]. Для лизиса 
клеток использовали лизирующий раствор QIAzol 
(Qiagen). Тотальную РНК выделяли, используя на-
бор реагентов miRNeasy Mini Kit (Qiagen). Кон-
центрацию выделенной РНК измеряли с помощью 
спектрофотометра NanoDrop 1000 (Thermo  Fisher 
Scienti fic). Качество выделенной РНК оценивали с 
помощью системы Experion (Bio-Rad). Для гибри-
дизации на микрочипах использовали по 500 нг 
РНК. Эксперимент проводили в трех повторах.

Обработку полученных результатов проводи-
ли при помощи программного обеспечения TAC 
4.0 (Thermo Fisher Scientific). Для оценки стати-
стической достоверности различий уровней экс-
прессии генов использовали однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с поправкой 
Бенджамини-Хохберга и пороговым уровнем зна-
чимости 0,05. Гены, с уровнем экспрессии ниже 
6,0 по логарифмической шкале Affymetrix, счита-
лись неэкспрессирующимися.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Характерная зависимость TEER от времени с 
момента начала эксперимента при мониторинге 
роста клеток Caco-2 приведена на рис. 1.

Из полученных данных видно, что в моменты 
смены культуральной среды значения TEER крат-
ковременно увеличиваются более чем на 500 Ом, 
что может быть объяснено охлаждением систе-
мы до комнатной температуры в связи со сменой 
среды, которое оказывает существенное влияние 
на результаты измерений. Интегральная зависи-
мость значений TEER от времени на позднем эта-
пе культивирования клеток Caco-2 (16–21-е сут-
ки) не была выявлена (коэффициент корреляции 
Пирсона R = 0,02; p = 0,81). Эти данные достаточ-
но хорошо согласуются с полученными ранее ре-
зультатами измерений [7, 8, 15]. Отсутствие ин-
тегрального спада значений TEER может объяс-
няться достаточно слабой зависимостью TEER от 
площади поверхности клеток на поздних этапах 
дифференцировки. Интересно, что мониторинг 
в режиме реального времени позволил обнару-
жить периодические слабые колебания (амплиту-
да около 100 Ом) значений трансэпителиального 
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сопротивления с характерным периодом 50–70 ч 
(рис. 1), который свидетельствует о том, что на-
блюдаемые изменения вызваны не циркадными 
ритмами, период которых может лишь незначи-
тельно отличаться от 24 ч [16–18]. Вероятнее все-
го, наблюдаемые колебания обусловлены делени-
ем клеток при формировании ворсинок.  Согласно 
базе данных Cellosaurus [19] период удвоения 
клеток Caco-2 лежит в диапазоне от 32 до 80 ч, 
что вполне согласуется с полученными данными.

Известно, что мезенхимальные клетки в ходе 
образования ворсинок в кишечнике экспрессиру-
ют рецептор к тромбоцитарному фактору рос та 
PDGFA, который секретируется эпителиальными 
клетками. Потеря рецептора к PDGFA либо самого 
PDGFA приводит к снижению скорости пролифе-
рации мезенхимальных клеток и нарушению об-
разования ворсинок [9, 10]. Однако при этом пер-
вое поколение ворсинок образуется нормально, и 
нарушения наблюдаются только в ходе дальней-
шего развития кишечника. В данной работе было 
обнаружено, что клетки Caco-2 экспрессируют 
тромбоцитарный ростовой фактор PDGFA на до-
статочно высоком уровне и его экспрессия не ме-
няется в процессе дифференцировки (p = 0,548). 
Однако экспрессия рецептора к PDGFA, кодируе-
мого геном PDGFRA, снизилась в дифференциро-
ванных клетках Caco-2 в 2,36 раза (p = 5∙10-6), что 
может свидетельствовать об участии сигнально-
го пути PDGF в образовании структур, подобных 
ворсинкам кишечника.

Также проведен анализ уровня экспрессии ли-
гандов BMP в дифференцированных и недиффе-
ренцированных клетках Caco-2 (табл. 1). Считает-
ся, что лиганды BMP во время развития кишечни-
ка экспрессируются мезенхимальными клетками 

Та бл и ц а  1
Уровни экспрессии лигандов BMP в дифференцированных и недифференцированных  
клетках Caco-2 (по логарифмической шкале Affymetrix)
Expression of BMP ligands in differentiated and undifferentiated Caco-2 cells (Affymetrix logarithmic scale)

Ген
Средний уровень экспрессии в клетках Caco-2

Fc FDR p
дифференцированные недифференцированные

BMP1 7,14 7,03 1,08 1,19·10-1

BMP2 8,28 8,88 -1,51 8,20·10-3

BMP3 5,92 5,97 -1,03 2,26·10-1

BMP4 7,99 9,38 -2,62 1,70·10-5

BMP5 4,44 4,45 -1,01 9,53·10-1

BMP6 5,94 5,94 1,00 9,79·10-1

BMP7 8,19 9,19 -1,99 2,67·10-5

BMP8A 7,20 8,02 -1,77 9,68·10-5

BMP8B 7,49 7,43 1,05 5,01·10-1

BMP10 4,83 4,83 -1,01 5,68·10-1

BMP15 5,07 5,07 1,00 7,82·10-1

Примечание: Fc – относительное изменение уровня экспрессии гена в дифференцированных клетках по сравнению с недиффе-
ренцированными; FDR p – p-уровень значимости с поправкой на множественные сравнения по методу Бенджамини–Хохберга

Note: Fc (Fold change) – the degree of change in the content of the mRNA in differentiated cells compared with undifferentiated; 
FDR p is the significance level adjusted for multiple comparisons according to the Benjamini-Hochberg method.

Рис. 1. Зависимость TEER от времени с момента на-
чала эксперимента. Стрелками отмечены моменты 
смены культуральной среды

Fig. 1. A typical graph of TEER versus time of the 
Caco-2 cells growth. Arrows indicate the moments of 
change of culture medium

16 17 18 19 20 21

Время, сут

TE
ER
, О
м

2500

2250

2000



28

НИКУЛИН и др.

Biotechnology  2020   V. 36   No. 1

и, в свою очередь, оказывают на них преимуще-
ственное влияние [9, 10]. Их точная роль в форми-
ровании ворсинок на сегодняшний день неизвест-
на, однако, имеются данные, свидетельствующие 
о том, что добавление экзогенных лигандов BMP 
препятствует образованию ворсинок [9]. Из по-
лученных результатов видно, что экспрессия це-
лого ряда лигандов BMP (включая BMP4, BMP7 
и BMP8A) в эпителиальных клетках Caco-2 сни-
зилась в процессе дифференцировки.  Интересно, 
что также снизилась экспрессия рецепторов BMP 
(BMPR1A в 1,19 раза, p = 0,021; BMPR2 в 1,46 раза, 
p = 0,001). Следовательно, судя по имеющимся 
данным, активация сигнального пути BMP in vitro 
также может препятствовать образованию струк-
тур, подобных ворсинкам кишечника in vivo.

Таким образом в данной работе при помощи 
мониторинга значений TEER в режиме реального 
времени было подтверждено, что в среднем зна-
чения TEER на поздних этапах культивирования 
клеток Caco-2 практически не изменяются. Также 
впервые были обнаружены периодические слабые 
колебания трансэпителиального сопротивления, 
связанные, судя по всему, с клеточным циклом. 
В перспективе данные колебания могут быть ис-
пользованы для мониторинга состояния различ-
ных in vitro-моделей барьерных тканей, в том чис-
ле состоящих и из первичных клеток. При этом из 
анализа транскриптомов следует, что сигнальные 
каскады, участвующие в образовании ворсинок и 
работающие in vivo в основном в соседних клет-
ках стромы, существенно затронуты и в эпители-
альных клетках в процессе образования ворсин-
коподобных структур in vitro.
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ТРАНСКРИПТОМНЫЙ АНАЛИЗ СИГНАЛЬНЫХ ПУТЕЙ В КЛЕТКАХ Caco-2
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Abstract– Caco-2 cells are traditionally used to construct in vitro models of the intestinal barrier. One of the 
characteristics of the mature intestine is the presence of villi, outgrowths of connective tissue covered with 
epithelial cells. Recently it has been shown that during prolonged cultivation Caco-2 cells form structures 
resembling intestinal villi. Here, using transcriptome analysis, we showed that BMP and PDGF signaling 
involved in the formation of villi in vivo significantly altered during the differentiation of Caco-2 cells and, 
thus, can participate in the formation of similar structures in vitro. In particular, a significant decrease in 
the expression of the BMP4, BMP7, and BMP8A genes in differentiated cells compared to undifferentiated 
ones was found. Periodic fluctuations in transepithelial resistance during the differentiation of Caco-2 
cells have been discovered for the first time. The period of observed fluctuations indicates that they can 
arise in the result of cell proliferation during the formation of villi. According to the period of observed 
fluctuations, one can suppose that they arise in the result of cell proliferation during the formation of villi.
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