
БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ, 2021, том 38, № 4, с. 292–305

292

ВЛИЯНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА НА ТРАНСПОРТ СУБСТРАТА 
Р-ГЛИКОПРОТЕИНА ЧЕРЕЗ КЛЕТОЧНЫЙ МОНОСЛОЙ

© 2021 г.   А. В. Щулькинa, *, Ю. В. Абаленихинаa, А. А. Сеидкулиеваa,
И. В. Черныхa, Е. Н. Якушеваa

aРязанский государственный медицинский университет
им. акад. И.П. Павлова Минздрава России, Рязань, 390026 Россия

*е-mail: alekseyshulkin@rambler.ru
Поступила в редакцию 13.01.2021 г.

После доработки 24.03.2021 г.
Принята к публикации 24.03.2021 г.

Р-гликопротеин (Pgp) – ATP-зависимый трансмембранный белок, участвующий в эффлюксе липо-
фильных веществ. Цель работы – оценить влияние окислительного стресса на транспорт субстрата
Pgp через монослой клеток линии Caco-2, гиперэкспрессирующих данный белок-транспортер.
Окислительный стресс моделировали инкубированием клеток с H2O2. Воздействие H2O2 в концен-
трациях 10 и 50 мкМ в течение 3 ч снижало активность (но не количество) Pgp при сохранении це-
лостности клеточного монослоя. Увеличение концентрации прооксиданта до 100 мкМ снижало ко-
личество Pgp, нарушало целостность клеточного монослоя и повышало трансцеллюлярный и
парацеллюлярный транспорт фексофенадина. При длительности воздействия 24 ч H2O2 в концен-
трациях 0.1–1 мкМ приводил к увеличению количества Pgp, опосредованному транскрипционным
фактором Nrf2, но активность белка-транспортера оставалась неизменной. При концентрации про-
оксиданта 10 мкМ активность Pgp снижалась и повышалась проницаемость клеточной мембраны, а
при концентрациях 50−100 мкМ происходило снижение количества (100 мкМ) и активности Pgp,
повышение пара- и трансцелюллярной проницаемости клеточного монослоя для субстрата белка-
транспортера – фексофенадина. Таким образом, Н2О2 повышает транспорт субстрата Pgp фексофе-
надина через клеточный монослой за счет ингибирования активности белка-транспортера, сниже-
ния его количества, а также нарушения целостности клеточной мембраны и межклеточных контак-
тов. Клетки могут адаптироваться к данным воздействиям, повышая количество Pgp.
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ВВЕДЕНИЕ
Транспорт веществ через клеточный монослой

может происходить трансцеллюлярно (через би-
липидную мембрану клеток) или парацеллюлярно
(через межклеточные щелевые контакты). Пара-
целлюлярный транспорт осуществляется только
пассивной диффузией по градиенту концентра-
ции, в то время как трансцеллюлярный транспорт
может происходить путем пассивной и облегчен-
ной диффузии, активным транспортом и транс-
цитозом [1].

Одним из самых изученных трансмембранных
белков, участвующих в транспорте веществ через
билипидную мембрану клеток, является P-глико-
протеин (Pgp, ABCB1-белок, MDR1-белок) [2].

Pgp – это ATP-зависимый эффлюксный бе-
лок-транспортер, который относится к суперсе-
мейству ABC-транспортеров (ATР-binding cas-
sette). Молекула Pgp состоит из двух одинаковых

частей, каждая из которых включает большой
гидрофобный трансмембранный домен и консер-
вативный цитоплазматический домен с ATP-свя-
зывающим сайтом [3].

Pgp обладает широкой субстратной специфич-
ностью. Его субстратами являются биогенные
вещества – сфинголипиды, фактор активации
тромбоцитов, короткоцепочечные фосфолипи-
ды, цитокины [4], а также липофильные лекар-
ственные средства – противоопухолевые пре-
параты, иммунодепрессанты, стероидные и ти-
реоидные гормоны, антибиотики, ингибиторы
ВИЧ-протеиназы, сердечные гликозиды, анти-
коагулянты и др. [5].

Являясь липофильными молекулами, субстра-
ты Pgp легко растворяются в цитоплазматической
мембране. Pgp, работая как “гидрофобный пыле-
сос”, связывает данные вещества в липидном
бислое и выводит их во внеклеточную среду. То
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есть транспортер способен перехватывать суб-
страты прежде, чем они смогут войти в цитозоль.
Некоторые авторы считают, что Pgp может также
работать как “флоппаза”, транспортируя веще-
ства от цитоплазматического к внеклеточному
монослою билипидной мембраны [4, 6].

Активность Pgp может изменяться под воздей-
ствием ряда факторов внешней и внутренней сре-
ды (гипоксия, рН, уровень гормонов) и различ-
ных веществ. Так, индукторы (рифампицин,
карбамазепин) повышают активность белка-
транспортера, а ингибиторы (верапамил, амиода-
рон) – ее снижают [5, 7].

Окислительный стресс – патологический про-
цесс, развивающийся в результате дисбаланса
между продукцией и утилизацией активных форм
кислорода, когда образующиеся свободные ради-
калы не успевают инактивироваться из-за повы-
шения их продукции или из-за снижения емко-
сти антиоксидантной системы защиты [8].

При широком спектре патологий, таких как
атеросклероз, сахарный диабет, воспалительные,
инфекционные заболевания, снижение крово-
снабжения, а также при воздействии ряда ксено-
биотиков развивается окислительный стресс [8],
что, в свою очередь, может оказывать воздействие
на транспорт экзогенных и эндогенных веществ
через биологические барьеры, представляющие,
прежде всего, монослой клеток.

В ряде исследований было показано, что окис-
лительный стресс повышает экспрессию и актив-
ность Pgp [9, 10].

С другой стороны, в исследованиях Basuroy и
соавт. показано, что при окислительном стрессе
происходит повреждение межклеточных контак-
тов и повышение парацеллюлярного транспорта
веществ [11]. Кроме того, активные формы кис-
лорода при взаимодействии с цитоплазматиче-
ской мембраной клеток вызывают активацию
перекисного окисления липидов (ПОЛ), что при-
водит к образованию пор, повреждению били-
пидного слоя и в конечном счете повышению
проницаемости цитоплазматической мембраны и
трансцеллюлярного транспорта [12].

Таким образом, при развитии окислительного
стресса может происходить как снижение прони-
цаемости субстратов Pgp через клеточный моно-
слой за счет повышения активности белка-транс-
портера, так и активация транспорта вследствие
усиления парацеллюлярной и трансцеллюлярной
диффузии.

Кроме того, исследований, в которых бы
оценивалось влияние окислительного стресса
одновременно на парацеллюлярный и трансцел-
люлярный транспорт с участием белков-транс-
портеров не проводилось, что и явилось целью
настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток. Исследование вы-

полнено на линии клеток аденокарциномы обо-
дочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП “Коллек-
ция культур клеток позвоночных”, Санкт-Петер-
бург, Россия). Клетки культивировали при 37°С
и 5% содержании СО2 в инкубаторе WS-189C
(World Scienc, Корея) в Дульбекко модифициро-
ванной среде Игла (DMEM) с высоким содержа-
нием глюкозы (4500 мг/л) (Sigma-Aldrich, США),
с добавлением L-глутамина (4 мМ) (Sigma-Aldrich),
15% бычьей сыворотки (Sigma-Aldrich), 100 ед/мл
и 100 мкг/мл пенициллина и стрептомицина
(Sigma-Aldrich), соответственно. Клетки культи-
вировали в течение 21 сут, поскольку при данном
сроке происходит их спонтанная дифференци-
ровка в энтероцитоподобные клетки, гиперэкс-
прессирующие Pgp [13].

Окислительный стресс моделировали добавле-
нием в культуральную среду пероксида водорода
Н2О2 (Sigma-Aldrich) в конечных концентрациях 0.1,
0.5, 1, 5, 10, 50 и 100 мкМ и инкубацией в течение 3 и
24 ч. Контрольным клеткам в эквивалентном объеме
в культуральную среду добавляли воду для инъекций.
Каждый эксперимент был выполнен в 3 повторах.

Для исследования цитотоксичности пероксида
водорода клетки высевали в 96-луночный планшет
(Сorning, США), для изучения влияния пероксида
водорода на количество Pgp и транскрипционного
фактора Nrf2, концентрацию продуктов ПОЛ, кар-
бонильных производных белков, содержание тио-
ловых SH-групп клетки культивировали в 6-луноч-
ных планшетах (Сorning), а для оценки действия
прооксиданта на проницаемость клеточного моно-
слоя для субстрата Pgp – в специальной трансвелл-
системе (12 mm Transwell with 0.4 μm Pore Polycar-
bonate Membrane Insert, Sterile, Corning) [14].

Цитотоксический тест (МТТ-тест). Клетки вы-
севали в 96-луночный планшет из расчета 104 кле-
ток на каждую лунку и культивировали в течение
21 сут, затем добавляли питательную среду с Н2О2.
После окончания инкубации в каждую лунку до-
бавляли по 20 мкл 0.5% раствора бромида 3-(4,5-ди-
метилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетразолия (МТТ)
и инкубировали в течение 2 ч, затем раствор МТТ
удаляли и добавляли 200 мкл 1% раствора диме-
тилсульфоксида (ПанЭко, Россия) [15]. Погло-
щение измеряли через 10 мин при 530 нм на
спектрофотометре для планшетов Stat Fax 2100
(Awareness Technology, США).

Жизнеспособность клеток Сасо-2 в присутствии
пероксида водорода рассчитывали по формуле:

где ОП – оптическая плотность.

Жизнеспособность
ОП опытных лунок ОП среды 100%,

ОП контрольных лунок ОП среды

=
−= ×

−
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Получение тотальных клеточных лизатов.
После окончания экспозиции с пероксидом во-
дорода клетки снимали с лунок раствором трип-
син–EDTA (0.25% трипсина и 0.2% EDTA, Sig-
ma-Aldrich). Клетки в расчете 2 × 106 трехкратно
промывали фосфатным буфером рН 7.4 (ПанЭко)
и лизировали трехкратным циклом заморажива-
ния–размораживания в 200 мкл фосфатного бу-
фера при –20°С, далее полученный лизат исполь-
зовали для иммуноферментного анализа.

Клетки из расчета 1 × 106 промывали изотони-
ческим солевым раствором (Медпро, Россия) и
ресуспендировали в 150 мкл ледяного буфера для
лизиса (50 мМ трис-HCl, pH 7.4, 150 мМ KCl,
0.5% тритон X-100, смесь ингибиторов протеиназ
(аминоэтилбензолсульфонилфторид гидрохло-
рид (AEBSF) 2 мМ; апротинин 0.3 мкМ; бестатин
130 мкМ; EDTA 1 мМ; эпоксисукциниллейцингу-
анидинобутиламид (Е-64) 14 мкМ; лейпептин
1 мкМ (Sigma-Aldrich)), встряхивали на шейкере
и инкубировали на льду в течение 10 мин. Затем
центрифугировали в течение 10 мин при 5000g
(СМ-50, Eppendorf, Германия). Цитоплазматиче-
скую фракцию переносили в отдельные пробирки и
использовали для определения концентрации
продуктов ПОЛ (малоновый диальдегид (МДА) и
4-гидроксиолефины).

Получение клеточных мембран. Полученную
аналогичным образом с других лунок суспензию
клеток (3 × 106) использовали для выделения кле-
точных мембран методом дифференциального
центрифугирования [16]. Клетки осаждали при
100g в течение 10 мин и ресуспендировали в буфе-
ре для лизиса с добавлением 0.25 М сахарозы,
встряхивали на шейкере, инкубировали на льду в
течение 20 мин. Полученные лизаты центрифуги-
ровали 10 мин при 800 g (СМ-50, Eppendorf, Гер-
мания) для осаждения не полностью разрушен-
ных клеток и ядер. Надосадочную жидкость цен-
трифугировали 15 мин при 14000 g для удаления
митохондрий, а затем полученный супернатант –
при 20000 g 30 мин для осаждения лизосом. Полу-
ченную цитоплазматическую фракцию центри-
фугировали при 100000 g 35 мин (Avanti JXN-3,
Beckman Coulter, США) для осаждения мембран,
полученный осадок ресуспендировали в 200 мкл
лизирующего буфера и использовали для оценки
степени окисления белков по уровню SH-групп и
карбонильных производных.

Определение количества Pgp и транскрипцион-
ного фактора Nrf2 в клетках линии Сасо-2 прово-
дили методом гетерогенного иммуноферментно-
го анализа с использованием коммерческих набо-
ров (Human Permeability glycoprotein ELISA kit и
Human Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
ELISA kit, Blue gene, Китай). Светопоглощение
измеряли при 450 нм на спектрофотометре для

планшетов Stat Fax 2100 (Awareness Technology,
США).

Количество белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Brad-
ford) Assay Kit, ThermoFisher, США) [17].

Анализ содержания тиоловых SH-групп прово-
дили по методу Эллмана с 5,5'-дитиобис(2-нит-
ро)-бензоатом (DTNB) в неденатурирующих
условиях [18]. Уровень SH-групп количественно
оценивали по уровню 5-тио-2-нитробензойной
кислоты при 412 нм на Stat Fax 2100 (Awareness
Technology, США). Концентрацию SH-групп рас-
считывали исходя из коэффициента экстинкции
ε412 = 13.6 мМ–1 см–1 [19], полученные результаты
выражали в мкмоль/мг белка.

Определение концентрации продуктов перекис-
ного окисления липидов. В лизате клеток с помо-
щью коммерческого набора определяли концен-
трацию продуктов ПОЛ (Elabscience, Китай).
Метод определения продуктов ПОЛ – МДА и
4-гидроксиолефинов (4-гидрокси-2-ноненаля и
4-гидрокси-2-гексеналя) – основан на их взаимо-
действии с 1-метил-2-фенилиндолом с образова-
нием стабильного хромофора, который имеет
максимум поглощения при 586 нм (Awareness
Technology, США) [20]. Полученные результаты
выражали в мкмоль/мг белка.

Определение концентрации карбонильных про-
изводных белков проводили с помощью коммер-
ческого набора (Sigma-Aldrich).

Метод определения продуктов карбонильных
производных белков основан на их взаимодей-
ствии с 2,4-динитрофенилгидразином с образо-
ванием 2,4-динитрофенилгидразонов [21], кото-
рые регистрировали при длине волны 375 нм
(Awareness Technology, США). Концентрацию
карбонильных производных белков рассчитыва-
ли исходя из коэффициента экстинкции ε375 =
= 22 мМ–1 см–1 и выражали в нмоль/мг белка.
Анализ выполняли на спектрофотометре для
планшетов Stat Fax 2100 (Awareness Technology,
США).

Оценка транспорта субстрата Pgp фексофенади-
на через монослой клеток линии Caco-2. В качестве
субстрата белка-транспортера Pgp использовали
фексофенадин (Sigma-Aldrich) [22]. Транспорт
субстрата оценивали по его проникновению че-
рез монослой клеток линии Caco-2 в специаль-
ной трансвелл-системе (рис. 1). Трансвелл-систе-
ма представлена двумя камерами: апикальной и
базолатеральной. Дно апикальной камеры явля-
ется полупроницаемой мембраной, на которую
высевали клетки линии Caco-2 с плотностью
105/см2 и культивировали в течение 21 сут.

Целостность клеточного монослоя оценивали
по величине трансэпителиального сопротивле-
ния, которое определяли с помощью вольтметра
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Millicell ERS-2 (Millipore, США). При его значе-
нии выше 500 мОм см2 к клеткам добавляли те-
стируемые концентрации пероксида водорода в
питательной среде. После окончания инкубации
питательную среду заменяли на транспортную
среду, представляющую собой раствор Хенкса
(Sigma-Aldrich) с 25 мМ HEPES (Sigma-Aldrich) и
1% диметилсульфоксида (ПанЭко). Затем добав-
ляли субстрат Pgp фексофенадин в апикальную
камеру в концентрации 150 мкМ [23]. Через 1, 2
и 3 ч забирали образцы из базолатеральной каме-
ры-реципиента для определения концентрации
субстрата (a–b транспорт, обусловленный пас-
сивной диффузией против работы транспортера).

В аналогичной трансвелл-системе оценивали
транспорт фексофенадина из базолатеральной
камеры в апикальную (b–a транспорт, обуслов-
ленный пассивной диффузией и работой Pgp).
Для этого субстрат в той же концентрации добав-
ляли в базолатеральную камеру, а затем через 1, 2
и 3 ч забирали образцы из апикальной камеры для
определения концентрации фексофенадина.

Транспорт маркерного субстрата рассчитыва-
ли по формуле [24]:

где Рарр – коэффициент кажущейся проницае-
мости (apparent permeability coefficient, см/с), dQ/dt –
изменение количества субстрата в камере-ре-
ципиенте за время инкубации (мкМ мл/с), A –
площадь полупроницаемой мембраны лунки в
трансвелл-системе (см2), C0 – начальная концен-
трация субстрата в камере-доноре (мкМ).

Концентрации фексофенадина в транспорт-
ной среде определяли методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с УФ-детектиро-
ванием при длине волны 220 нм. Исследование
выполнялось на хроматографе (Стайер, Россия)
по оригинальной методике [25]. Полученную

0

d 1Papp ,
d ( )
Q
t AC

=

пробу транспортной среды, содержащую фексо-
фенадин, в количестве 50 мкл, разводили в 150 мкл
подвижной фазы и 100 мкл полученного раствора
вводили в хроматограф.

При анализе использовали хроматографиче-
скую колонку (Phenomenex Synergi 4u Polar-RP 80A,
250 × 4.6, США) с зернением 4 мкм. Температу-
ра разделения: 45°С, скорость потока: 1 мл/мин,
состав подвижной фазы: 128 мл ацетонитрила
(PanReac AppliChem, Испания), 267.4 мл воды де-
ионизированной, 6.33 мл кислоты уксусной ледя-
ной (PanReac AppliChem), с добавлением три-
этиламина (PanReac AppliChem) до pH 6.7. Время
удерживания фексофенадина в данных условиях
составляло 12.8 мин. Количественное определе-
ние проводили методом абсолютной калибров-
ки по площади пиков. Аналитический диапазон
методики составлял 1.2–57.4 мкМ.

Оценка плотности межклеточных контактов.
Влияние H2O2 на плотность межклеточных кон-
тактов клеток оценивали по величине трансэпи-
телиального сопротивления (TEER), которое из-
меряли с помощью вольтметра Millicell ERS-2
(Millipore, США). Показано, что чем выше плот-
ность межклеточных контактов, тем выше транс-
эпителиальное сопротивление [26].

Измеряли данный показатель до начала инку-
бации монослоя клеток с пероксидом водорода и
по окончании экспозиции, то есть непосред-
ственно перед выполнением транспортных экс-
периментов.

Статистический анализ. Полученные резуль-
таты анализировали с помощью программ Stat-
Soft Statistica 13.0 (США, номер лицензии
JPZ811I521319AR25ACD-W) и Microsoft Excel for
MAC ver. 16.24 (ID02984-001-000001). Результаты
представлены в виде M ± SD. Для оценки стати-
стической значимости различий использовали
дисперсионный анализ ANOVA, попарные срав-
нения выполняли с помощью критерия Ньюме-

Рис. 1. Структура трансвелл-системы. Трансвелл-система представлена двумя камерами: апикальной и базолатераль-
ной. Дно апикальной камеры является полупроницаемой мембраной, на которую высеивали клетки линии Caco-2 с
плотностью 105/см2.

Вставочная
лунка

Монослой
клеток
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на–Кейлса. Статистически значимыми считали
различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Цитотоксическое и прооксидантное действие
H2O2 на клетки линии Caco-2. Цитотоксическое
действие H2O2 оценивалось в ходе МТТ-теста.
В контрольной группе жизнеспособность клеток
составила 100% и статистически значимо не отли-
чалась от значений в группе клеток, подвергав-
шихся воздействию пероксида водорода в кон-
центрациях 0.1–10 мкМ в течение 3 и 24 ч. При
инкубации клеток с H2O2 в течение 3 и 24 ч при
концентрации прооксиданта 50 мкМ жизнеспо-
собность клеток снижалась до 71.3 ± 12.1% (р =
= 0.01) и 54.1 ± 9.5% (р = 0.001), а при 100 мкМ – до
70.9 ± 12.2% (р = 0.006) и 26.8 ± 14.3% (р =
= 0.0003), соответственно (рис. 2).

Оценку окислительного повреждения белков
клеток линии Caco-2 под действием H2O2 прово-
дили по анализу содержания SH-групп и карбо-
нильных производных белков в мембранной
фракции клеточного лизата, а повреждения ли-
пидов – по концентрации продуктов ПОЛ в то-
тальном лизате клеток.

Концентрация SH-групп в мембранах клеток
при воздействии пероксида водорода в концен-
трациях 0.1−5 мкМ в течение 3 ч статистически
значимо не изменялась по сравнению с показате-
лями контроля, а в концентрациях 10 мкМ,
50 мкМ и 100 мкМ снижалась на 40.8% (р = 0.039),
56.7% (р = 0.016) и 74.2% (р = 0.007), соответствен-
но (рис. 3).

При инкубировании клеток Caco-2 с перокси-
дом водорода в течение 24 ч во всех тестируемых
концентрациях 0.1−100 мкМ уровень белковых
SH-групп мембран достоверно снижался с макси-
мальными изменениями при концентрации

100 мкМ (на 74.4% ниже значений контроля, р =
= 0.01) (рис. 3).

При воздействии Н2О2 на клетки линии Caco-2
в течение 3 ч уровень карбонильных производных
белков в мембране клеток статистически значимо
не изменялся в диапазоне концентраций от 0.1 до
10 мкМ и повышался в концентрации 50 мкМ на
87.3% (р = 0.005), а в концентрации 100 мкМ –
на 130.4% (р = 0.001) по сравнению с показателя-
ми контроля (рис. 4).

При увеличении длительности воздействия
прооксиданта до 24 ч уровень карбонильных про-
изводных белков увеличивался по сравнению со
значениями контроля при концентрациях перок-
сида водорода 5, 10, 50 и 100 мкМ на 74.8% (р =
= 0.01), 97.1% (р = 0.01), 150.5% (p = 0.001) и
189.3% (р = 0.0005), соответственно (рис. 4).

Воздействие пероксида водорода на клетки
линии Caco-2 в течение 3 ч приводило к увеличе-
нию уровня продуктов ПОЛ лишь в концентра-
ции 100 мкМ на 35.7% (р = 0.04) по сравнению с
контролем. Увеличение длительности экспози-
ции Н2О2 до 24 ч сопровождалось повышением
содержания МДА и 4-гидроксиолефинов уже при
двух концентрациях прооксиданта: 50 мкМ –
на 42.1% (p = 0.006) и 100 мкМ – на 57.1% (p =
= 0.0007), соответственно (рис. 5).

Таким образом, цитотоксичными для клеток
линии Caco-2 являются концентрации Н2О2 50 и
100 мкМ при длительности воздействия 3 и 24 ч.
При этом окислительные изменения в белках на-
блюдаются и при более низких концентрациях
прооксиданта (10 мкМ при инкубации 3 ч, 0.1–
10 мкМ при 24-часом воздействии).

Полученные результаты согласуются с данны-
ми литературы. Так, в исследованиях на культуре
клеток фибробластов установлено, что пероксид
водорода в концентрации 50 мкМ запускает апо-
птоз, а выше 100 мкМ – некроз [27], аналогичные
результаты были описаны для клеток линии 293Т

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток линии Сасо-2 в зависимости от концентрации пероксида водорода при
инкубации 3 и 24 ч, (M ± SD, n = 3). Жизнеспособность клеток оценивали с помощью МТТ-теста. * – достоверное от-
личие от контроля, р ≤ 0.01.
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(клеточная линия, полученная из эмбриональных
почек человека) и клеток миокарда при сроке ин-
кубации от 6 до 36 ч [28]. Следовательно, полу-
ченные результаты указывают, что концентрации
Н2О2 0.1–10 мкМ являются физиологическими и
имеют регуляторное значение.

Влияние H2O2 на количество Pgp в клетках линии
Caco-2. Количество Pgp в лизате клеток линии
Caco-2, оцененное методом иммуноферментного
анализа, составило 118.1 ± 10.6 нг/мг белка.

Количество Рgp статистически значимо не из-
менялось при воздействии пероксида водорода в
концентрациях 0.1−50 мкМ в течение 3 ч, однако
при максимальной концентрации Н2О2 100 мкМ
статистически значимо снижалось на 55.3% (p =
= 0.003) по сравнению с контролем (рис. 6).

При инкубации клеток Caco-2 с пероксидом
водорода в течение 24 ч количество белка-
транспортера повышалось при концентрациях
прооксиданта 0.1 мкМ, 0.5 мкМ и 1 мкМ на 78.9%
(p = 0.01), 67.1% (p = 0.02) и 44.6% (p = 0.04), со-
ответственно, по сравнению с контролем. В кон-
центрациях Н2О2 5, 10 и 50 мкМ уровень Pgp не
отличался от контроля (p > 0.05), а в максималь-
ной концентрации 100 мкМ его уровень досто-
верно снижался на 65.1% (p = 0.02) (рис. 6).

Влияние H2O2 на количество Nrf2. Ранее нами
было показано, что повышение количества Pgp
при развитии окислительного стресса может быть
связано с активацией транскрипционного факто-
ра Nrf2 (Nuclear erythroid 2-related factor) [29]. По-
этому в данном исследовании также был оценен

Рис. 3. Изменение концентрации белковых SH-групп мембран клеток линии Сасо-2 при индукции окислительного
стресса пероксидом водорода в концентрациях 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч (M ± SD, n = 3). Количественное опре-
деление тиоловых SH-групп проводили фотометрическим методом. * – достоверное отличие от контроля, р < 0.05.
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Рис. 4. Изменение концентрации карбонильных производных белков мембран клеток линии Сасо-2 при индукции
окислительного стресса пероксидом водорода в концентрациях 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч (M ± SD, n = 3). Коли-
чественное определение карбонилированных белков проводили фотометрическим методом. * – достоверное отличие
от контроля, р < 0.05.
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уровень Nrf2 и его взаимосвязь с количеством
белка-транспортера.

При воздействии пероксида водорода во всех
протестированных концентрациях в течение 3 ч
на клетки линии Сасо-2 количество транскрип-
ционного фактора Nrf2 не изменялось (рис. 7).
Увеличение срока инкубации до 24 ч способство-
вало повышению количества Nrf2 при концен-
трациях Н2О2 0.1, 0.5 и 1 мкМ на 394.1% (p =
= 0.006), 311.7% (p = 0.01) и 214.7% (p = 0.03), со-
ответственно (рис. 7).

При проведении корреляционного анализа
была выявлена прямая корреляционная зависи-
мость между количеством Nrf2 и Pgp при длитель-
ности воздействия пероксида водорода 24 ч (ко-

эффициент корреляции Пирсона r = 0.76, p =
= 0.00002) (рис. 8).

Таким образом, пероксид водорода в концен-
трациях 0.1–1 мкМ повышает уровень тран-
скрипционного фактора Nrf2, который в свою
очередь увеличивает количество белка-транспор-
тера Pgp. Повышение концентрации H2O2 выше
5 мкМ нивелирует индуцирующее действие про-
оксиданта как на количество Nrf2, так и на уро-
вень Pgp.

Влияние H2O2 на плотность межклеточных
контактов клеток линии Caco-2. Влияние H2O2 на
плотность межклеточных контактов оценивали
по величине трансэпителиального сопротивле-
ния монослоя клеток. До начала экспериментов

Рис. 5. Изменение концентрации продуктов перекисного окисления липидов (МДА и 4-гидроксиолефинов) в лизате
клеток линии Сасо-2 при индукции окислительного стресса пероксидом водорода в концентрациях 0.1−100 мкМ в те-
чение 3 и 24 ч (M ± SD, n = 3). Количественное определение продуктов ПОЛ проводили фотометрическим методом.
* – достоверное отличие от контроля, р < 0.05.
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Рис. 6. Изменение количества Рgp в лизате клеток линии Сасо-2 при индукции окислительного стресса пероксидом
водорода в концентрациях 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч, (M ± SD, n = 3). Количество Pgp определяли с помощью
ИФА. * – достоверное отличие от контроля, р < 0.05.
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сопротивление клеточного монослоя составляло
775.3 ± 34.7 мОм см2.

При экспозиции 3 ч пероксид водорода в кон-
центрациях 0.1−50 мкМ достоверно не влиял на
значение трансэпителиального сопротивления,
данный показатель достоверно не отличался от
значений контроля (p > 0.05). Однако в концен-
трации 100 мкМ прооксидант вызывал снижение
трансэпителиального сопротивления на 62.5%
(p = 0.0001) (рис. 9).

При инкубации в течение 24 ч H2O2 в концен-
трациях 0.1−1 мкМ достоверно не влиял на значе-
ние трансэпителиального сопротивления, а в
концентрациях 5, 10, 50 и 100 мкМ вызывал сни-

жение данного показателя на 28.4% (p = 0.008),
28.2% (p = 0.003), 43.8% (p = 0.0003) и 74.5% (p =
= 0.0002), соответственно (рис. 9).

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что плотность межклеточных
контактов уменьшается при воздействии перок-
сида водорода в концентрации 100 мкМ при экс-
позиции в течение 3 ч и в концентрациях 5−
100 мкМ при 24-часовой экспозиции.

Влияние H2O2 на транспорт субстрата Pgp фек-
софенадина через монослой клеток линии Caco-2.
Коэффициент кажущейся проницаемости Papp
b–a фексофенадина, характеризующий его транс-
порт из базолатеральной камеры в апикальную за

Рис. 7. Изменение количества Nrf2 в лизате клеток линии Сасо-2 при индукции окислительного стресса пероксидом
водорода в концентрациях 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч, (M ± SD, n = 3). Количество Nrf2 определяли с помощью
ИФА. * – достоверное отличие от контроля, р < 0.05.
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счет пассивной диффузии и работы Pgp, в сред-
нем составил 3.08 × 10–6 ± 0.94 × 10–6 см/с, а ко-
эффициент кажущейся проницаемости Papp a–b,
оценивающий транспорт из апикальной камеры в
базолатеральную за счет пассивной диффузии
против работы Pgp, равнялся 1.13 × 10–6 ± 0.6 ×
× 10–6 см/с Представленные данные показывают,
что транспорт, обусловленный Pgp, почти в 3 раза
интенсивнее транспорта, происходящего за счет
пассивной диффузии против функционирования
белка-транспортера (p = 0.004) (табл. 1).

При воздействии пероксида водорода на клет-
ки линии Caco-2 в течение 3 ч были получены
следующие результаты: при концентрациях H2O2
0.1−5 мкМ коэффициенты кажущейся проницае-
мости Papp b–a фексофенадина и Papp a–b досто-
верно не отличались от показателей контроля.

В концентрации 10 мкМ пероксид водорода вы-
зывал снижение коэффициента кажущейся про-
ницаемости Papp b–a на 56.3% (p = 0.0004) и по-
вышение коэффициента кажущейся проницае-
мости Papp a–b на 50.4% (p = 0.01). Аналогичным
образом при концентрации 50 мкМ пероксид во-
дорода вызывал снижение коэффициента кажу-
щейся проницаемости Papp b–a на 18.4% (p =
= 0.01) и повышение коэффициента кажущейся
проницаемости Papp a–b на 155.6% (p = 0.01).
При этом стоит отметить, что при данных кон-
центрациях (10 и 50 мкМ) прооксиданта значения
коэффициентов кажущейся проницаемости Papp
b–a и Papp a–b фексофенадина выравнивались и
достоверно между собой не различались. Полу-
ченные результаты свидетельствуют о снижении

Рис. 9. Значения трансэпителиального сопротивления (TEER) монослоя клеток линии Сасо-2 (мОм см2) при воздей-
ствии пероксида водорода в диапазоне концентраций 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч, (M ± SD, n = 3). Трансэпители-
альное сопротивление определяли с помощью вольтметра. * – достоверное отличие от контроля, р < 0.01.
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Таблица 1. Влияние H2O2 в диапазоне концентраций 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч на транспорт субстрата Pgp
(фексофенадина) через билипидную мембрану клеток Caco-2 (M ± SD, n = 3)

Примечание. Клетки линии Сасо-2 после экспозиции с пероксидом водорода (3 и 24 ч) инкубировали в транспортной среде
с добавлением фексофенадина (150 мкМ) в апикальную и базолатеральную камеры соответствующих трансвелл-систем.
Забирали образцы через 1, 2 и 3 ч из противоположной камеры-реципиента: базолатеральной (a–b транспорт) и из апикаль-
ной камеры (b–a транспорт) для определения концентрации фексофенадина. Концентрацию фексофенадина в транспорт-
ной среде определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-детектированием.
* − Достоверное отличие от контроля, р ≤ 0.01, ** − достоверное отличие от контроля, р < 0.05.

Н2О2, мкМ
Papp b–a,
×10–6 см/с

Papp a–b,
×10–6 см/с

Papp b–a,
×10–6 см/с

Papp a–b,
×10–6 см/с

3 ч 24 ч

Контроль 3.09 ± 0.13 1.17 ± 0.15 3.06 ± 0.35 1.03 ± 0.34
0.1 3.08 ± 0.11 0.94 ± 0.16 2.96 ± 0.25 0.95 ± 0.11
0.5 2.90 ± 0.59 1.17 ± 0.03 3.65 ± 0.76 1.18 ± 0.08
1 2.79 ± 0.42 1.16 ± 0.09 3.59 ± 0.61 1.36 ± 0.43
5 2.52 ± 0.43 1.26 ± 0.06 2.85 ± 0.76 1.19 ± 0.05

10 1.35 ± 0.13* 1.76 ± 0.18* 3.82 ± 0.65 2.53 ± 0.39*
50 2.52 ± 0.16* 2.99 ± 0.65* 5.16 ± 0.47* 5.52 ± 0.38*

100 4.92 ± 0.96** 5.15 ± 1.81** 7.81 ± 0.18* 8.95 ± 1.05*
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активности Pgp при воздействии пероксида водо-
рода в указанных концентрациях.

При увеличении концентрации прооксиданта
до 100 мкМ происходило повышение как коэф-
фициента кажущейся проницаемости Papp b–a
на 59.2% (p = 0.03), так и коэффициента кажу-
щейся проницаемости Papp a–b – на 340.2% (p =
= 0.02). Данные показатели между собой также не
различались. Выявленные изменения свидетель-
ствуют об усилении транспорта фексофенадина
через монослой клеток линии Сасо-2 как в эф-
флюксном направлении функционирования Pgp,
так и в противоположном, то есть о повышении
проницаемости клеточного монослоя.

При воздействии пероксида водорода на клет-
ки линии Caco-2 в течение 24 ч были получены
следующие результаты: H2O2 в концентрациях
0.1−5 мкМ достоверно не влиял на коэффициен-
ты кажущейся проницаемости Papp b–a и Papp
a–b фексофенадина, их значения достоверно не
отличались от показателей контроля.

В концентрации 10 мкМ пероксид водорода
повышал коэффициент кажущейся проницаемо-
сти Papp a–b фексофенадина на 145.6% (p = 0.04)
по сравнению с контролем и не влиял на коэффи-
циент кажущейся проницаемости Papp b–a, что
свидетельствует о снижении активности Pgp и по-
вышении проницаемости клеточного монослоя.

Увеличение концентрации H2O2 до 50 и 100 мкМ
вызывало повышение коэффициента кажущейся
проницаемости Papp b–a на 68.6% (p = 0.006)
и 155.2% (p = 0.0003) и повышение коэффициента
кажущейся проницаемости Papp a–b на 435.9%
(p = 0.0003) и 768.9% (p = 0.0005), соответственно
(табл. 1), что является следствием дальнейшего
повышения проницаемости клеточного моно-
слоя в обоих направлениях.

Таким образом, при воздействии Н2О2 в тече-
ние 3 ч в концентрациях выше 10 мкМ происхо-
дит снижение активности Pgp, а в концентрации
100 мкМ также повышение проницаемости кле-
точного монослоя в обоих направлениях для суб-
страта белка-транспортера, как трансцеллюляр-
но, так и парацеллюлярно.

Увеличение длительности экспозиции до 24 ч
не только снижает активность Pgp, но и повышает
проницаемость клеточного монослоя для суб-
страта Pgp уже с концентрации прооксиданта
10 мкМ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Клетки линии Caco-2 представляют собой

клетки аденокарциномы толстого кишечника че-
ловека. При культивировании данных клеток в
течение 21 сут происходит их спонтанная диффе-
ренцировка в столбчатые поляризованные эпите-
лиальные клетки, подобные энтероцитам тонко-

го кишечника [30]. Исторически клетки линии
Caco-2 после их спонтанной дифференцировки
используют для изучения абсорбции лекарствен-
ных веществ, а также оценки проникновения ве-
ществ через билипидную мембрану [31]. При
этом особенностью образуемого монослоя клеток
линии Caco-2 является то, что на нем можно изу-
чать все виды транспорта веществ: парацелюл-
лярный и трансцеллюлярный (пассивная диффу-
зия, облегченная диффузия, активный транс-
порт, в том числе с помощью белка-транспортера
Pgp), трансцитоз [32].

В настоящем исследовании в опытах in vitro
оценивалось влияние окислительного стресса на
транспорт субстрата белка-транспортера Pgp
фексофенадина через монослой клеток линии
Caco-2 после их спонтанной дифференцировки.

Окислительный стресс моделировали инкуби-
рованием клеток с H2O2 в диапазоне концентра-
ции 0.1−100 мкМ в течение 3 и 24 ч. Показано, что
H2O2 может непосредственно контактировать с
цитоплазматической мембраной и межклеточными
контактами и проникать внутрь клетки путем пас-
сивной диффузии [33] или через аквапорины [34].

В ходе реакции Фентона и Габера-Вейса из пе-
роксида водорода образуется гидропероксидный
радикал , который вызывает повреждение
белков, липидов и нуклеиновых кислот [35].

В ходе выполнения настоящего исследования
нами было показано, что воздействие пероксида
водорода в течение 3 ч на клетки линии Caco-2 в
концентрациях 0.1–5 мкМ не вызывало окисли-
тельного повреждения биомакромолекул, суще-
ственно не влияло на функционирование белка-
транспортера Pgp и на проницаемость клеточного
монослоя для его субстрата фексофенадина. По-
вышение концентрации H2O2 до 10–50 мкМ со-
провождалось повреждением белков, снижением
активности Pgp (скорее всего вследствие окисле-
ния SH-групп в его молекуле, доля которых со-
ставляет примерно 1% [36]), при этом количество
белка-транспортера не изменялось, также как со-
хранялась целостность клеточного монослоя.
Увеличение концентрации прооксиданта до
100 мкМ приводило к усилению окислительного
стресса, повреждению белков, липидов, сниже-
нию количества Pgp, его активности, повышению
парацелюллярного и трансцелюллярного транс-
порта фексофенадина через клеточный монослой
и снижению жизнеспособности клеток.

При инкубировании клеток линии Caco-2 с
пероксидом водорода в течение 24 ч было показа-
но, что H2O2 уже в концентрациях 0.1−1 мкМ
снижал содержание белковых SH-групп. Однако
при этом происходило повышение количества
Pgp, что, видимо, предотвращало снижение ак-
тивности белка-транспортера (данный показа-

HOi
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тель достоверно не отличался от контроля), не-
смотря на окисление SH-групп в его молекуле.

Увеличение концентрации H2O2 до 5−10 мкМ
сопровождалось усилением окислительного стрес-
са, что, видимо, приводило к снижению уровня
Pgp до величин нормы и уменьшению по сравне-
нию с контролем активности белка транспортера
при концентрации прооксиданта 10 мкМ.

В концентрациях Н2О2 50−100 мкМ наблюда-
лось дальнейшее усиление окислительного стрес-
са, повреждение как белков, так и липидов, сни-
жение количества Pgp при концентрации проок-
сиданта 100 мкМ, его активности, повышение
парацелюллярного и трансцелюллярного транс-
порта фексофенадина через клеточный монослой
и снижение жизнеспособности клеток.

Таким образом, при воздействии H2O2 на
транспорт субстрата Pgp через монослой клеток
линии Caco-2 в течение 3 и 24 ч отмечалась анало-
гичная картина: сначала снижается транспорт
фексофенадина, опосредованный Pgp, а затем
при повышении концентрации прооксиданта до
50–100 мкМ нарушается целостность клеточного
монослоя и растет транспорт субстрата за счет
пассивной диффузии пара- и трансцеллюлярно.

Однако есть и ряд отличий. При длительности
воздействия пероксида водорода 24 ч описанные
выше изменения начинаются при более низких
концентрациях прооксиданта. С другой стороны,
при увеличении срока экспозиции до 24 ч клетки
начинают адаптироваться к возникшим патоло-
гическим условиям, повышая количество белка-
транспортера Pgp при концентрации H2O2 – 0.1–
1 мкМ.

Полученные результаты согласуются с данны-
ми литературы. Так, в исследовании Ziemann и
соавт. на культуре крысиных гепатоцитов было
показано, что H2O2 в концентрации 0.5−1 мМ при
инкубации в течение 72 ч вызывал повышение
количества Pgp, экспрессии его гена и активности
белка-транспортера [9]. В работе Felix и Barrand [10]
выявлено, что H2O2 в концентрации до 500 мкМ
при воздействии в течение 48 ч на первичную
культуру эндотелия крыс повышал экспрессию
Pgp и в меньшей степени влиял на активность
белка-транспортера.

В то же время Hoshi и соавт. установлено, что
обработка клеток hCMEC/D3 (модель гематоэн-
цефалического барьера in vitro) H2O2 в концентра-
ции 0.5−5 мМ при экспозиции 20 мин снижал
транспортную активность Pgp [37], что согласует-
ся с нашими результатами при длительности воз-
действия прооксиданта 3 ч.

В отличие от ряда процитированных работ в
нашем исследовании, несмотря на повышение
количества Pgp при воздействии пероксида водо-
рода в течение 24 ч, активность белка-транспор-

тера не изменялась. Данные различия могут быть
связаны с разной длительностью экспозиции,
концентрацией Н2О2 и типами клеток, использу-
емых в исследованиях, а также методиками оцен-
ки активности Pgp, учетом или не учетом вклада
парацеллюлярного транспорта в перенос субстра-
та, что в цитируемых работах не изучалось.

В ограничении парацеллюлярного транспорта
наибольшее значение имеют плотные соедине-
ния (tight junction). Три типа трансмембранных
белков: окклюдин, клаудины и zonula occludens (ZO,
относящиеся к семейству каркасных белков мем-
браносвязанных гуанилаткиназ) были идентифи-
цированы в области плотных соединений [38].
В исследовании на клетках линии Caco-2 было
показано, что окислительный стресс вызывал по-
вышение парацеллюлярного транспорта, что бы-
ло связано с нарушением плотных соединений
из-за фосфорилирования тирозина окклюдина,
ZO-1, E-кадгерина и бета-катенина [39], что со-
гласуется с нашими результатами и объясняет
увеличение транспорта фексофенадина через
клеточный монослой в обоих направлениях при
увеличении концентрации Н2О2 и времени его
экспозиции.

В рамках настоящего исследования также был
изучен возможный механизм увеличения количе-
ства белка-транспортера в условиях окислитель-
ного стресса. В частности, было показано, что по-
вышение уровня Pgp прямопропорционально
повышению количества транскрипционного фак-
тора Nrf2.

Nrf2 – редокс-чувствительный транскрипци-
онный фактор. Его экспрессия повышается при
развитии окислительного стресса и направлена
на защиту клетки от воздействия свободных ра-
дикалов [40]. В условиях нормы данный тран-
скрипционный фактор находится в комплексе с
белком-репрессором Keap 1, который, с одной
стороны, способствует убиквитированию и про-
теасомной деградации Nrf2, а с другой – предот-
вращает его проникновение из цитоплазмы в ядро.

После активации комплекс Keap1–Nrf2 диссо-
циирует, и Nrf2 транслоцируется в ядро, где свя-
зывается с ARE (antioxidant-response elements) и ак-
тивирует транскрипцию защитных ферментов [41].

Полученные результаты могут иметь важное
практическое значение. Проникновение веществ
через монослой клеток линии Caco-2 является
классической модельной системой абсорбции ве-
ществ в тонком кишечнике [31, 32]. Выявленное в
нашем исследовании снижение активности Pgp и
повышение проницаемости монослоя клеток для
субстрата белка-транспортера при воздействии
пероксида водорода может свидетельствовать о
повышении абсорбции веществ-субстратов бел-
ка-транспортера в тонком кишечнике при разви-
тии заболеваний, сопровождающихся окисли-
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тельным стрессом, что в свою очередь может при-
водить к увеличению их концентрации в плазме
крови и сопровождаться развитием побочных эф-
фектов фармакотерапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами показано, что кратко-

временное воздействие Н2О2 в течение 3 ч в кон-
центрации 10–50 мкМ снижает активность (но не
количество) Pgp и, соответственно, транспорт его
субстрата, опосредованный данным белком-
транспортером, при сохранении целостности
клеточного монослоя. Увеличение концентрации
прооксиданта до 100 мкМ приводит к снижению
количества Pgp и нарушению целостности кле-
точного монослоя, что приводит к повышению
трансцеллюлярного и парацеллюлярного транс-
порта фексофенадина.

При инкубировании клеток линии Caco-2
с пероксидом водорода в течение 24 ч в концен-
трациях 0.1–1 мкМ повышается количество Pgp,
опосредованное транскрипционным фактором
Nrf2, но активность белка-транспортера остается
неизменной. В концентрации прооксиданта 10 мкМ
снижается активность Pgp и повышается прони-
цаемость клеточной мембраны, а в концентраци-
ях 50−100 мкМ происходит снижение количества
(100 мкМ) и активности Pgp и повышение пара- и
трансцелюллярной проницаемости клеточного
монослоя для субстрата Pgp фексофенадина.
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Effect of Oxidative Stress on the Transport of P-Glycoprotein Substrate 
through the Cell Monolayer

A. V. Shchulkin1, Yu. V. Abalenikhina1, A. A. Seidkulieva1, I. V. Chernykh1, E. N. Yakusheva1, *
1Ryazan State Medical University, Ryazan, 390026 Russia

*е-mail: alekseyshulkin@rambler.ru

P-glycoprotein (Pgp) is an ATP-dependent transmembrane protein that is involved in the eff lux of lipophilic
substances. The aim of this work was to evaluate the effect of oxidative stress (OS) on the transport of Pgp
substrate through the monolayer of Caco-2 cells, which overexpress this transporter. OS was simulated by in-
cubating cells with H2O2. Exposure to H2O2 at concentrations 10 and 50 μM for 3 h caused a decrease in the
activity (but not the amount) of Pgp with preservation of intercellular contacts and the integrity of the cell
membrane. An increase in the concentration of H2O2 to 100 μM decreased the amount of Pgp, disrupted the
integrity of the cell monolayer, and increased the transcellular and paracellular transport of the Pgp substrate
fexofenadine. Exposure to H2O2 at concentrations of 0.1–1 μM for 24 h increased the amount of Pgp medi-
ated by the transcription factor Nrf2, but the activity of the transporter protein remained unchanged. At a
concentration of 10 μM, H2O2 decreased the Pgp activity and increased the permeability of the cell mem-
brane, while at 50–100 μM the amount and activity of Pgp decreased and the para- and transcellular perme-
ability of the cell monolayer for the Pgp substrate fexofenadine increased. Thus, Н2О2 increases the transport
of the fexofenadine through the cell monolayer by inhibiting the activity of the transporter protein, reducing
its amount, as well as disrupting the integrity of the cell membrane and intercellular contacts. Cells can adapt
to these influences by increasing the amount of Pgp.

Keywords: P-glycoprotein, oxidative stress, Caco-2 cells, transmembrane transport, fexofenadine
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