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Цель исследования – изучение влияния микроРНК mir162a на жизнеспособность опухолевых клеток линии остеосар-

комы SAOS-2. 

Методика. Исследования выполнены на клеточной линии SAOS-2. Была произведена трансфекция микроРНК mir162a в 

дозе 90 пмоль. Через 24, 48 и 72 ч после трансфекции методом флуоресцентной микроскопии производился подсчет жиз-

неспособных клеток, клеток в состоянии некроза и апоптоза, а также оценивался уровень аутофагии. 

Результаты. Трансфекция клеток SAOS-2 микроРНК mir162a через 24, 48, 72 ч приводила к снижению доли жизнеспособ-

ных клеток, увеличению доли клеток с признаками апоптоза и некроза по  сравнению с контрольными образцами. Через 

24 ч с момента трансфекции процент жизнеспособных клеток в опытных образцах был ниже чем в контрольных на 29,3%, 

через 48 ч – на 33,9%, через 72 ч – на 47,4%. Трансфекция SAOS-2 микроРНК mir162a приводила к четырехкратному сни-

жению активности аутофагии. 

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о наличии у микроРНК mir162a терапевтического потенциала в 

качестве средства патогенетической терапии злокачественных опухолевых заболеваний. 
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Aim. To study the effect of mir162a microRNA on the viability of SAOS-2 osteosarcoma tumor cells. 

Methods. The study was performed on SAOS-2 cell culture. The mir162a microRNA was transfected at a dose of 90 pmol. At 24, 

48, 72 hours, viable, apoptotic, and necrotic cells were counted by fluorescence microscopy in the transfected cell culture. Also, 

the level of cell autophagy was evaluated.
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Results. The transfection of SAOS-2 with mir162a decreased the proportion of viable cells and increased the proportion of apop-

totic and necrotic cells at 24-72 hours after the procedure. Compared to the negative control, the proportion of viable cells in the 

mir162a-transfected SAOS-2 samples was decreased by 29.3%, 33.9%, 47.4% at 24, 48, and 72 hours, respectively. The transfec-

tion caused a 75% decrease in the autophagy level.  

Conclusion. The results suggest that mir162a microRNA has a therapeutic potential for the pathogenetic therapy of malignant 

neoplasms. 
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Введение

МикроРНК – это эволюционно консерватив-

ные малые некодирующие молекулы РНК дли-

ной 18 – 25 нуклеотидов, обнаруженные у растений, 

животных и некоторых вирусов, принимающие участие 

в транскрипционной и посттранскрипционной регу-

ляции экспрессии генов путем РНК-интерференции. 

Благодаря уникальным биохимическим и биофизиче-

ским свойствам связанного с микроРНК каталитиче-

ского белкового комплекса RISC (РНК-индуцируемый 

комплекс нокдауна гена), данные молекулы осущест-

вляют эпигенетическую регуляцию экспрессии пораз-

ительно большого количества регуляторных мишеней, 

в том числе у человека [1]. 

Имеются данные, что микроРНК может осущест-

влять экзонный нокдаун эволюционно консерва-

тивных генов. В частности, было доказано, что ми-

кроРНК растений mir162a подавляет экспрессию 

amTOR (mTOR  у человека) у пчелы медоносной 

(Apis mellifera) при алиментарном потреблении пыль-

цы, таким образом, останавливая половое созрева-

ние и влияя на определение пчелиной касты как «ра-

бочую» [2].

MTOR – это механическая мишень рапамицина. 

Является важным регулятором множества неврологиче-

ских и иммунных процессов. Передача сигналов mTOR 

вовлечена в процесс старения и инициацию развития 

многих видов онкологических заболеваний.

Учитывая ключевую роль mTOR в росте и метаболиз-

ме клеток, вполне предсказуемо существование связи меж-

ду активностью пути mTOR и патологическими процесса-

ми, включая неопластические. Активация передачи сиг-

налов mTOR участвует в формировании злокачественных 

новообразований [3]. Передача сигналов mTOR активи-

руется в условиях нарушения регуляции пролифертивных 

процессов [4]. Изучение способов подавления экспрессии 

mTOR с помощью микроРНК может иметь большое зна-

чение для терапии онкологических заболеваний. 

Цель исследования –  изучение влияния микроР-

НК mir162a на жизнеспособность опухолевых клеток 

линии остеосаркомы SAOS-2.
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Методика

Культивирование клеточной линии.  В качестве 

экспериментальной культуры были выбраны клетки 

остеосаркомы SAOS-2, так как имеются подтверж-

денные данные о том, что в данной клеточной культу-

ре стабильно наблюдается повышенный уровень экс-

прессии гена-мишени mTOR [5]. 

Культивирование проводили в культуральных 

флаконах Т-25 (TPP, Switzerland) в среде, содержа-

щей 88% DMEM, 10% FBS, 0,01% L-глутамина, 0,01% 

раствора пенициллина и стрептомицина (1:1), в CO
2
 

инкубаторе (Thermo Scientific 8000, USA) 5% CO
2
, 

при 37 °C. Выполнялся регулярный пересев клеток 

при достижении 80-100% конфлуэнтности по следу-

ющей методике: удалялась среда, после трехкратно-

го промывания раствором Хенкса без кальция и маг-

ния, во флакон вносили 1 мл 0,25% раствора трипси-

на с ЭДТА, после чего раствор сразу удалялся. Клетки 

помещали в CO
2
 инкубатор на 3 мин. Затем во флакон 

вносили 3 мл свежей среды с 15% содержанием FBS. 

Проводился визуальный контроль отхождения клеток 

от покрытия флакона с помощью светового инверти-

рованного микроскопа (UNICO IV950, USA). Клеточ-

ная суспензия отбиралась в пробирку и центрифуги-

ровалась со скоростью 1600 rpm в течение 3 мин. Су-

пернатант удаляли. Осадок ресуспендировали в 12 мл 

свежей среды (10% FBS), после чего переносили кле-

точную суспензию в новый культуральный флакон. 

Трансфекция образцов клеточной линии остео-

саркомы SAOS-2. Была синтезирована антисмыс-

ловая микроРНК mir162a последовательно-

сти: 5’ucgauaaaccucugcauccag3’ с соответствующей 

ей комплементарной смысловой последовательно-

стью (ДНК-синтез, Москва). Положительный кон-

троль трансфекции представлял собой смесь микроР-

НК с аналогичными последовательностями, меченных 

FAM  (флуоресцеин, 450/520 нм).

Для проведения эксперимента вносили клеточ-

ную суспензию в стандартные 6-луночные планшеты 

с указанной выше средой, после чего планшеты ин-

кубировали в СО
2
-инкубаторе до достижения 60-80% 

конфлуэнтности. 

Образцы культуры клеток были разделены на 

опытную группу (маркировки «24», «48», «72»), груп-

пу контроля трансфекции (маркировки «Negative 24», 

«Negative 48», «Negative 72») и группу контроля транс-

фектанта (маркировки «Transfectant Control 24», 

«Transfectant Control 48», «Transfectant Control 72»). 

Для проведения трансфекции готовили реакци-

онную смесь, содержащую 750 мкл среды Opti-MEM 

и 45 мкл трансфектанта Lipofectamine RNAiMAX, 

(Invitrogen, USA). Согласно протоколу производите-

ля, использовали 9 мкл трансфектанта на 1 лунку 6-лу-

ночного планшета, за исключением реакционной сме-

си для отрицательного контроля, в которой должно ис-

пользоваться 3 мкл трансфектанта на 1 лунку.

Приготовленную реакционную смесь разливали 

по 150 мкл в 5 пробирок (рис. 1). После чего в пробир-

ку 1 вносили 10 мкл (90 пмоль) положительного кон-

троля трансфекции (микроРНК, меченая флуоресцент-

ной меткой FAM), разбавленного в 140 мкл среды Opti-

MEM. В пробирки 2,3 и 4 вносили по 10 мкл mir162a 

(90 пмоль), разбавленного в 140 мкл Opti-MEM. В про-

бирку 5 в качестве сравнительного контроля вноси-

ли 10 мкл реагента Silencer Select Negative Control 

No. 2 siRNA (Invitrogen, USA) (30 пмоль неспецифи-

ческих микроРНК, не имеющих в человеческих клет-

ках генов-мишеней), разбавленного в 140 мкл Opti-

MEM. Все пробирки инкубировали 5 мин при ком-

натной температуре (Lipofectamine RNAiMAX protocol, 

Invitrogen, Protocol pub. No MAN0007825 Rev. 1.0) [6].

Далее в лунки с образцами клеток, маркирован-

ные «Positive», «24», «48», «72» вносили по 250 мкл сме-

си из пробирок 1, 2, 3 и  4, соответственно. По 100 мкл 

содержимого пробирки 5 внесли в три лунки с мар-

кировкой «Negative 24», «Negative 48», «Negative 72». 

В три лунки с маркировкой  «Transfectant Control 24», 

«Transfectant Control 48», «Transfectant Control 72» вно-

сили по 250 мкл Opti-MEM с целью контроля токсич-

ности трансфектанта (рис. 1).

После процедуры трансфекции клетки культиви-

ровали в течение 24, 48, 72 ч в CO
2
-инкубаторе 5% CO

2
, 

при 37 оC. 

Положительный контроль трансфекции. Положи-

тельный контроль трансфекции производили с помо-

щью люминесцентного микроскопа MCX 300 Orchid 

HBO (Micros, Austria). Через 24 ч после процедуры го-

товили клеточную суспензию по методике пересева 

клеток, указанной в пункте «Культивирование кле-

точной линии» (за исключением того, что клетки ресу-

спендировали в холодном растворе PBS). Далее 10 мкл 

клеточной суспензии наносили на предметное стекло, 

высушивали и фиксировали метанолом. Полученный 

препарат в течение 10 мин обрабатывали DAPI (диа-

пазон 340/425 нм) для визуализации ядер. Через 24 ч 

в диапазоне 340/425 нм визуализировали ядра клеток, 

в диапазоне 450/520 нм  регистрировали люминес-

ценцию меченой FAM микроРНК в липидных нано-

гранулах в цитоплазме клеток, что свидетельствовало 

о проникновении mir162a в клетки. Предварительно 

был проведен отрицательный контроль – при люми-
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несцентной микроскопии клеток без DAPI – аутолю-

минесценции не было обнаружено. 

Анализ показателей некроза, апоптоза, жизнеспо-

собности клеток. Клетки для приготовления микро-

скопических препаратов промывали раствором солей 

Хенкса без кальция и магния, после чего заливали 1 мл 

холодного раствора Версена. Далее клетки аккуратно 

«отскребали» от поверхности лунок цитологическим 

скребком  (так как добавление раствора трипсина мо-

жет приводить к нарушению целостности мембран 

исследуемых клеток и, соответственно, к искажению 

результатов анализа). Отделенные клетки в холодном 

растворе Версена отбирали в пробирку типа Эппен-

дорф, центрифугировали при 300g 5 мин, после чего 

удаляли супернатант.

Для выявления клеток с индуцированным апоп-

тозом, некрозом, жизнеспособных клеток исполь-

зовали набор Apoptosis/Necrosis Assay Kit (blue, 

red, green) (Abcam, UK). Была приготовлена ре-

акционная смесь согласно протоколу производи-

теля (Ab176750 Apoptosis/Necrosis Detection Kit 

(blue, red, green) protocol, Abcam, Version 2c Last 

Updated 12 December 2018) [8], в которой ресуспен-

дировали образец клеток и инкубировали 60 мин при 

комнатной температуре. После чего 10 мкл суспен-

зии с окрашенными клетками переносили на пред-

метное стекло, высушивали и фиксировали мета-

нолом. 

После испарения метанола препараты микроскопи-

ровали в каналах FITC (диапазон 450/520 нм) для анали-

Рис. 1. Схема приготовления реакционных смесей для трансфекции.

Fig. 1. Scheme of preparation of reaction mixtures for transfection.

Рис. 2. Схема трансфекции экспериментальной микроРНК mir162a в культуру клеток SAOS-2.

Fig. 2. Scheme of transfection of experimental mir162a microRNA into SAOS-2 cell culture.
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за Apopxin Green Indicator (клетки с индуцированным 

апоптозом), TRITC (диапазон 630/660 нм) для анали-

за  200X 7-AAD (клетки с индуцированным некрозом) 

и Violet (диапазон 340/425 нм) для анализа  Cyto Calcein 

Violet 450 (жизнеспособные клетки). В 10 полях зрения 

(одинаковые 10 полей для всех трех длин волн), меняя 

светофильтр, подсчитывали количество клеток с индуци-

рованным апоптозом, некрозом и жизнеспособных кле-

ток (микроскоп MCX 300 Orchid HBO, Micros, Austria).

Анализ показателя индуцированной аутофагии. Пре-

параты клеток для оценки аутофагии получали таким 

же способом как для оценки апоптоза, некроза, жиз-

неспособности . Для выявления клеток с индуциро-

ванной аутофагией был использован набор Autophagy 

Assay Kit (Merck, Germany), содержащий MAK-138 со-

гласно протоколу производителя с 30-минутной инку-

бацией (MAK138 Autophagy Assay Kit Technical bulletin, 

Sigma-Aldrich, Merck, Germany, last updated 2020) [9]. 

С помощью микроскопа MCX 300 Orchid HBO (Micros, 

Austria) в 10 полях зрения подсчитывали количество 

клеток с индуцированной аутофагией в канале Violet 

(диапазон 340/425 нм) и общее количество клеток 

в проходящем свете.

Методы статистического анализа. Для сравнения 

доли клеток с индуцированным апоптозом, некрозом, 

жизнеспособных клеток, клеток с индуцированной ау-

тофагией в опытных и контрольных образцах рассчи-

тывали двусторонний критерий Фишера в свободно 

распространяемой программе WinPepi 11.65. Различия 

считали статистически значимыми при уровне α=0,05.

Результаты 

Через 24 ч после трансфекции в диапозоне  450/520 

нм регистрировали люминесценцию липидных нано-

гранул с меченой FAM микроРНК в цитоплазме кле-

ток, что свидетельствовало об успешной трансфекции 

образцов клеток.

Визуализация клеток представлена на рис. 3.  

Для опытных и контрольных образцов (контроль 

трансфекции и контроль трансфектанта) SAOS-2 под-

считывали количество клеток с индуцированным апоп-

тозом, некрозом и жизнеспособных клеток в 10 полях 

зрения для каждого образца перед трансфекцией и че-

рез 24, 48, 72 ч. Далее в каждом исследуемом образце 

рассчитывали долю клеток с индуцированным апопто-

зом, некрозом и жизнеспособных клеток от их обще-

го количества в наблюдаемых полях зрения (рис. 4, 5). 

Непосредственно перед трансфекцией отмечали 

одинаковый процент жизнеспособных клеток, кле-

ток с индуцированным апоптозом и некрозом в опыт-

ном образце и образце культуры клеток SAOS-2, 

трансфицированных Silencer Select Negative Control 

No. 2. Через 24, 48 и 72 ч после трансфекции фиксиро-

вали значимо меньшую долю жизнеспособных клеток 

в опытных образцах. Уже через 24 ч с момента транс-

фекции доля жизнеспособных клеток была на 29,3% 

ниже чем в контрольном образце (p<0.001), через 48ч– 

на 33,9% (p<0.001), через 72ч – на 47,7% (p<0.001). Со-

ответственно, в трансфицированных mir162a образцах 

увеличивались доли клеток с индуцированным апоп-

тозом и некрозом.  Соответственно, в трансфициро-

ванных mir162a образцах увеличивались доли клеток 

с индуцированным апоптозом и некрозом. Через 24 ч  

отмечали на 16,5% большую долю клеток с апоптозом, 

через 48 ч – на 13% большую долю клеток с апоптозом 

и на 20,8% большую долю клеток с некрозом, через 72 ч 

– на 40,8% большую долю клеток с некрозом (все раз-

личия статистически значимы, p<0,05). 

Учитывая разные количества микроРНК 

и липофектамина, использованные при трансфекции 

mir162a и Silencer Select Negative Control No. 2, был 

проведен дополнительный контроль токсичности 

трансфектанта. В качестве данного контроля (кон-

троля трансфектанта) использовали образцы кле-

ток в среде Opti-MEM свободные от липофектамина 

Рис. 3. Люминесценция липидных наногранул с меченой FAM  

микроРНК в цитоплазме трансфицированных клеток (a, b, c, d) (ув.1000, 

диапазон 450/520 нм).

Fig. 3.  Luminescence of lipid nanogranules with FAM-labeled microRNA 

in the cytoplasm of transfected cells (a, b, c, d) (1000 magnification, 450/520 

nm range). 
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и экспериментальных микроРНК. Отсутствие значи-

мых различий по показателям жизнеспособности кле-

ток в образцах SAOS-2, трансфицированных Silencer 

Select Negative Control No. 2 (контроль трансфек-

ции) и в образцах SAOS-2 без трансфекции (контроль 

трансфектанта) свидетельствует об отсутствии влия-

ния трансфектанта Lipofectamine RNAiMAX и реаген-

та Silencer Select Negative Control No. 2 на жизнеспо-

собность исследуемых клеток.

Для оценки индуцированной аутофагии в опытных 

и контрольных образцах SAOS-2 аналогичным образом 

рассчитывали количество и процент клеток в 10 полях 

зрения для каждого образца перед трансфекцией и че-

рез 24, 48, 72 часа после (рис. 6, a).

Непосредственно перед трансфекцией и через 24 ч 

от момента процедуры фиксировали сопоставимые про-

центы клеток с индуцированной аутофагией в опыт-

ных и контрольных образцах. Через 48 и 72 ч доля кле-

ток с индуцированной аутофагией в образцах SAOS-2, 

трансфицированных mir162a, была значимо ниже та-

ковой в контрольных образцах. Так, через 72 ч  в опыт-

ном образце регистрировали четырехкратно меньший 

процент клеток с индуцированной аутофагией (76% 

против 19% в образце группы контроля трансфекции).

Рис. 4. Показатели индуцированного апоптоза (a), некроза (b) и жизнеспособности (c) в образцах культуры клеток SAOS-2, трансфицированных 

mir162a и Silencer Select Negative Control No. 2. * Различия статистически значимы при p<0.05, ** Различия значимы при p<0.001.

Fig. 4. Induced apoptosis (a), necrosis (b), and viability (c) indices in SAOS-2 cell culture samples transfected with mir162a and Silencer Select Negative 

Control No. 2. * Differences are statistically significant at p<0.05, ** Differences are significant at p<0.001.

Рис. 5. Показатели индуцированного апоптоза (a), некроза (b) и жизнеспособности (c) в образцах культуры клеток SAOS-2, без трансфекции и 

трансфицированных Silencer Select Negative Control No. 2. 

Fig. 5. Induced apoptosis (a), necrosis (b), and viability (c) indices in SAOS-2 cell culture samples without transfection and transfected with Silencer Se-

lect Negative Control No. 2
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Оригинальная статья

Отсутствие значимых различий по показателям ин-

дуцированной аутофагии в образцах SAOS-2, трансфи-

цированных Silencer Select Negative Control No. 2 (кон-

троль трансфекции) и в образцах SAOS-2 без транс-

фекции (контроль трансфектанта) свидетельствовало 

об отсутствии влияния трансфектанта Lipofectamine 

RNAiMAX и реагента Silencer Select Negative Control 

No. 2 на уровень индуцированной аутофагии в иссле-

дуемых клетках (рис. 6, b).

Обсуждение

Полученные результаты могут быть связаны с ро-

лью mTOR в пролиферации опухолевых клеток. В част-

ности, ингибирование mTOR с помощью микроРНК 

mir162a приводит к снижению синтеза ДНК, снижает 

пролиферацию и подавляет пластический обмен, спо-

собствуя инициации апоптоза [7]. 

Статистически значимое снижение жизнеспособ-

ности трансфицированных клеток на третьи сутки мо-

жет свидетельствовать о значительном нокдауне ге-

на-мишени mTOR. 

Зарегистрированное снижение уровня аутофагии 

опухолевых клеток SAOS-2 в течение 48-72 ч после 

трансфекции mir162a может свидетельствовать о по-

давлении mTOR зависимой аутофагии. Учитывая воз-

можную роль mTOR-зависимой аутофагии в актива-

ции пролиферации опухолевых клеток [10], снижение 

аутофагии в результате трансфекции mir162a может 

являться одним из механизмов, приводящих к гибели 

опухолевых клеток.

Увеличение числа клеток с индуцированным не-

крозом на фоне пропорционального снижения количе-

ства апоптизированных клеток через 48-72 ч с момента 

трансфекции может быть связано с особенностью ра-

боты тест-системы. Краситель 7-AAD, используемый 

для визуализации клеток с индуцированным некрозом, 

обнаруживает клетки связываясь с ДНК при повыше-

нии проницаемости клеточной мембраны. Следова-

тельно, данный реактив детектирует и некротизиро-

ванные клетки, и клетки с индуцированным апопто-

зом по прошествии достаточного периода времени для 

нарушения целостности клеточных мембран [8]. 

Исследование онкосупрессорных микроРНК в ди-

агностике и лечении остеосаркомы имеет большое 

прикладное значение. Ранее, при остеосаркоме ис-

следователями изучались онкосупрессорные свой-

ства микроРНК mir-410, мишенью которой является 

ген TRIM44 в клетках остеосаркомы; mir-410 пода-

вляла пролиферацию, миграцию и инвазию опухо-

левых клеток, что было выяснено методом иммуно-

гистохимии [11].

Другие исследователи отмечали ингибирование 

экспрессии гена HMGB1 в клетках остеосаркомы ме-

тодом проточной цитометрии, что приводило к сни-

жению их пролиферации [12]. Имеются сведения 

об ингибировании пролиферации и инвазии клеток 

остеосаркомы путем нокдауна гена ZEB2 микроР-

НК mir-101 [13]. Однако использование микроРНК 

растительного происхождения в качестве средств па-

тогенетической терапии остеосаркомы ранее не рас-

Рис. 6. Доля клеток с индуцированной аутофагией в образцах культуры клеток SAOS-2, трансфицированных mir162a и Silencer Select Negative 

Control No. 2. (a), без трансфекции и трансфицированных Silencer Select Negative Control No. 2. (b); ** – различия статистически значимы, p<0.001.

Fig. 6. Proportion of cells with induced autophagy in SAOS-2 cell culture samples transfected with mir162a and Silencer Select Negative Control No. 2. 

(a), without transfection and transfected with Silencer Select Negative Control no. 2. (b); ** – differences are statistically significant, p<0.001.
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сматривалось. Таким образом, в исследовании были 

впервые описаны онкосупрессорные свойства рас-

тительной микроРНК mir162a в клетках остеосар-

комы SAOS-2.

Выводы

Трансфекция микроРНК mir162a образцов клеток 

остеосаркомы SAOS-2 приводила к статистически зна-

чимому снижению жизнеспособности клеток по срав-

нению с контрольными образцами через 24, 48 и 72 ч. 

Полученные результаты свидетельствуют о нали-

чии у микроРНК mir162a терапевтического потенциа-

ла в качестве средства патогенетической терапии зло-

качественных опухолевых заболеваний.
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