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沉默犢犲狊相关蛋白１对人非小细胞肺癌细胞增殖和侵袭的影响

蒋庚西，李春光，赵铁军，李白翎，张冠鑫，陈和忠

第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究Ｙｅｓ相关蛋白１（ＹＡＰ１）在非小细胞肺癌细胞增殖、细胞周期、迁移、侵袭中的作用。

方法　通过慢病毒介导的小干扰ＲＮＡ靶向抑制人非小细胞肺癌细胞株Ａ５４９中犢犃犘１基因的表达，采用ＣＣＫ８法、

流式细胞术分别检测沉默犢犃犘１对Ａ５４９细胞增殖及凋亡周期的影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验观察沉默犢犃犘１对Ａ５４９细胞迁

移、侵袭能力的影响。结果　沉默犢犃犘１后，Ａ５４９细胞ＹＡＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达均下调（犘＜０．０１），ＣＣＫ８实验结果

显示沉默犢犃犘１抑制Ａ５４９的增殖、增加Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例（犘＜０．０１），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果示沉默犢犃犘１抑制Ａ５４９

细胞的迁移、侵袭 （犘＜０．０１）。结论　沉默犢犃犘１基因对非小细胞肺癌细胞的恶性生物学特征具有抑制作用，ＹＡＰ１

可能成为肺癌治疗的潜在靶标。
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ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ＮＳＣＬＣ）ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊 ＡｌｅｎｔｉｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇ犢犃犘１

（ｓｉＹＡＰ１）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犢犃犘１ｇｅｎｅｏｆｈｕｍａｎＮＳＣＬＣｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９ｃｅｌｌｓ．ＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗ

ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆ犢犃犘１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆ犢犃犘１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎ．犚犲狊狌犾狋狊 ＡｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｉＹＡＰ１，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ犢犃犘１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ（犘＜０．０１）．犢犃犘１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅ（犘＜０．０１），ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ

（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 犢犃犘１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮＳＣＬＣ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔ

犢犃犘１ｇｅｎｅｍａｙｓｅｒｖｅａｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｔａｒｇｅｔｉｎｔｈｅｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｌｕｎｇｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（８）：１００４１００８］

　　肺癌目前仍然是世界上发病率和死亡率最高的

恶性肿瘤之一，其中非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ

ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）占所有支气管肺癌病理类型的

８０％以上，其恶性程度高，疾病进展快，５年生存率

仅约１１％
［１］。ＮＳＣＬＣ侵袭转移及多药耐药是其临

床治疗的两大难点，也是影响患者预后、导致死亡的

主要原因。因此，阐明ＮＳＣＬＣ转移的分子机制对

其治疗和预后具有重要意义。

Ｙｅｓ相关蛋白 １（Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，

ＹＡＰ１）是Ｈｉｐｐｏ信号通路下游关键转录因子
［２３］。

Ｈｉｐｐｏ／ＹＡＰ１通路是近年新发现的一条细胞信号传

导通路，可通过调节组织细胞增殖和凋亡平衡调控

机体器官的大小。该通路调控异常可导致多种疾病

的发生［２，４］，包括多种恶性肿瘤，如肝癌［５］、胆囊

·４００１·
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第８期．蒋庚西，等．沉默Ｙｅｓ相关蛋白１对人非小细胞肺癌细胞增殖和侵袭的影响

癌［６］、乳腺癌［７］、肺癌［８］、胰腺癌［９］和食管癌［１０］等。

目前认为犢犃犘１基因可能是致癌基因，在许多肿瘤

中高表达［６，９１１］。例如，Ｌｉ等
［６］发现胆囊癌组织中

ＹＡＰ１及其靶蛋白ＡＸＬ高表达，且该表达水平与不

良预后相关。他们利用慢病毒载体介导的小干扰

ＲＮＡ沉默犢犃犘１基因表达，通过减少细胞周期相关

蛋白细胞周期蛋白依赖性激酶２（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｋｉｎａｓｅ２，ＣＤＫ２）、细 胞 分 裂 周 期 蛋 白 ２５Ａ

（ＣＤＣ２５Ａ）和细胞周期蛋白Ａ（ｃｙｃｌｉｎＡ）的表达，致

胆囊癌细胞停滞于Ｓ期，降低肿瘤细胞增殖；进一步

的机制研究发现，ＡＸＬ／ＭＡＰＫ信号途径参与了

ＹＡＰ１相关的肿瘤进展。本研究通过慢病毒介导的

ＲＮＡ干扰靶向抑制人 ＮＳＣＬＣ细胞株 Ａ５４９中

犢犃犘１基因的表达，研究犢犃犘１是否作为癌基因调

控ＮＳＣＬＣ细胞的增殖及细胞周期，并探讨犢犃犘１

基因对Ａ５４９细胞迁移、侵袭能力的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　慢病毒靶向犢犃犘１干扰载体（ｓｉ

ＹＡＰ１）、慢病毒包裹的无关ＲＮＡ载体（ｓｉＮＣ）均由

中国人民解放军胸心外科研究所构建。人ＮＳＣＬＣ

细胞株Ａ５４９购自中国科学院上海细胞库。小牛血

清购自杭州四季青生物工程材料有限公司，ＤＭＥＭ

培养液为美国Ｇｉｂｃｏ公司产品，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养小室

购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＹＡＰ１抗体（货号：４９１２）

购自美国ＣＳＴ公司，ＲＮａｓｅＡ、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ

ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）及ＧＡＰＤＨ抗体（货号：ＳＡＢ２７０１８２６）购

自美国Ｓｉｇｍａ公司，ｑＰＣＲ引物由ＴａＫａＲａ公司合

成及测序。

１．２　细胞培养及细胞感染　Ａ５４９细胞所用培养液

为含１０％小牛血清、１００μｇ／ｍＬ链霉素和１００ＩＵ／ｍＬ

青霉素的ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２培养

箱中培养，取对数生长期Ａ５４９细胞进行细胞实验。

Ａ５４９细胞接种于２４孔培养板培养，至密度约８０％

时，根据随机数字表，取３孔细胞计数，按感染复数

（ＭＯＩ）为１５０加入慢病毒载体ｓｉＹＡＰ１（设为实验

组）；再取３孔细胞计数后，按ＭＯＩ为１５０加入无关

病毒载体ｓｉＮＣ（设为阴性对照组）；另取３孔细胞计

数后，加入ＰＢＳ（设为空白对照组）。根据预实验确

定的感染条件，利用滴度为１×１０９ＴＵ／ｍＬ病毒原

液６０μＬ与ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ３μＬ感染数目为１．５×１０
５

的Ａ５４９细胞。由于病毒质粒中含有编码的绿色荧

光蛋白（犌犉犘）基因，利用荧光显微镜可根据荧光强

度估算细胞感染效率。以２９３Ｔ细胞作为参照。待

２９３Ｔ细胞和各组Ａ５４９细胞感染４８ｈ后，随机选择

５个视野计数，荧光显微镜下观察病毒感染情况，计

算绿色荧光细胞占全部细胞的比例，即为感染效率。

１．３　ｑＰＣＲ检测犢犃犘１ｍＲＮＡ的表达　本研究所

用犢犃犘１引物及β犪犮狋犻狀引物序列根据文献［１２］设

计，由ＴａＫａＲａ公司合成。引物序列：犢犃犘１正向引

物５′ＣＡＧＣＡＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡＡ３′，反向引

物５′ＡＣＡＴＣＣＣＧＧＧＡＧＡＡＧＡＣＡＣＴ３′；β犪犮狋犻狀

正向引物５′ＣＧＴＣＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧＴ３′，反向

引物５′ＧＡＡＧＧＴＧＴＧＧＴＧＣＣＡＧＡＴＴＴ３′。利

用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取各组Ａ５４９细胞的总ＲＮＡ，经反

转录反应得到ｃＤＮＡ后再采用ＴａｑＭａｎ法进行ｑＰＣＲ

反应并定量。ｑＰＣＲ反应条件为：９４℃３０ｓ、５７℃

４０ｓ、７２℃４０ｓ，共３２个循环；最后７２℃延伸１５ｍｉｎ。

１．４　蛋白质印迹法分析ＹＡＰ１蛋白的表达　Ａ５４９

细胞经慢病毒感染７２ｈ后，收集细胞，用ＲＩＰＡ细

胞裂解液提取细胞总蛋白，测定蛋白浓度。蛋白样

品加样（５０μｇ／孔）、电泳、转膜、封闭，４℃冰箱过夜

标记一抗ＹＡＰ１（１∶１０００比例稀释）和ＧＡＰＤＨ

（１∶２０００比例稀释）。用ＴＢＳＴ洗膜３次（１０ｍｉｎ／次），

３７℃孵育１ｈ标记相应二抗，再用ＴＢＳＴ洗膜３次

（１０ｍｉｎ／次）。曝光、显影及定影，扫描Ｘ线胶片，进

行半定量分析。

１．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　慢病毒感染各

组Ａ５４９细胞７２ｈ后，用０．２５％胰酶消化细胞，再

用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ培养液稀释成密度为

２×１０４／ｍＬ的细胞悬液，按１００μＬ／孔接种于９６孔

培养板，每个样本设３个复孔。细胞接种后水平放

置于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度条件下培养。于细

胞接种后２４、４８、７２、９６、１２０ｈ各取出一块９６孔板，

每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，加完试剂后轻轻敲击

培养板以帮助混匀。３７℃培养箱中继续培养２ｈ，

待形成的Ｆｏｒｍａｚａｎ的量显色足够时，在酶标仪上测

定４５０ｎｍ处的光密度（犇）值，绘制细胞生长曲线。

实验重复３次。

１．６　流式细胞术检测细胞周期　待各组Ａ５４９细

胞处于对数生长期后，收集细胞，铺板，每组３复孔，

每孔１００μＬ（细胞数约为每孔２０００）。各组细胞经

慢病毒处理４８ｈ后，待细胞贴壁，收集细胞，加入

７０％冷乙醇，使细胞固定，过夜后用ＰＢＳ清洗１次，

·５００１·
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再加入ＲＮａｓｅＡ在３７℃水浴中消化３０ｍｉｎ，ＰＩ避

光染色３０ｍｉｎ，上流式细胞仪进行细胞周期分布检

测，并计算凋亡期细胞所占比例。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验体外检测细胞侵袭能力　体外

侵袭实验采用美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司的聚碳酸酯膜（８

μｍ孔径）侵袭小室，以无血清ＤＭＥＭ培养液稀释

Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，使之浓度达 ４．０μｇ／μＬ，并铺到

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，放在３７℃孵育箱中，经３０ｍｉｎ后

Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶聚合成凝胶，进而成为基底膜。接着，在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室加入含５ｇ／ｍＬ纤维粘连蛋白（ＦＮ）

的ＤＭＥＭ培养液，上室加入ｓｉＹＡＰ１组或ｓｉＮＣ组

细胞５００μＬ（细胞密度约１０
６／ｍＬ），每组设３个复

孔；在３７℃孵育箱培养１ｄ后，丢弃上室培养液，取

出上室，用湿棉签轻轻拭去未穿过膜的细胞，经

０．１％结晶紫染色、ＰＢＳ洗涤、风干后，用Ｃｌｅａｒｍｏｎｔ

双侧封片，放入８０℃烤箱中烤干，利用荧光倒置显

微镜观察拍照（１００倍视野下）。计数方法为：在每

张膜中央和周围部分各随机取３个视野，计数每个

视野内穿膜的细胞数。实验重复３次。细胞数越

多，表示细胞侵袭能力越强。

１．８　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１９．０软件

进行统计分析。结果均以珔狓±狊表示，两组间比较采

用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　慢病毒干扰 Ａ５４９细胞中 ＹＡＰ１表达的

验证　本研究中２９３Ｔ细胞和Ａ５４９细胞的感染效

率分别为（９２．０±６．２）％和（８１．０±３．６）％（图１Ａ）。

分别收集感染４８ｈ的ｓｉＹＡＰ１组及ｓｉＮＣ组细胞，

进行ｑＰＣＲ（图１Ｂ）和蛋白质印迹法（图１Ｃ）检测，结

果显示干扰犢犃犘１后ＹＡＰ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达

均低于ｓｉＮＣ组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

图１　慢病毒干扰犃５４９细胞犢犃犘１表达的验证结果

犉犻犵１　犔犲狀狋犻狏犻狉狌狊犿犲犱犻犪狋犲犱狊犻犚犖犃狊狋犪犫犾狔犱犲犮狉犲犪狊犲犱犢犃犘１犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犃５４９犮犲犾犾狊

Ａ：ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗａｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）；Ｂ：ｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏａｓｓａｙ犢犃犘１

ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｃ：ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｗａｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．ＹＡＰ１：Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ１．犘＜０．０１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　靶向 ＲＮＡ干扰犢犃犘１后Ａ５４９细胞的增殖

情况　为了检测ＹＡＰ１对Ａ５４９细胞增殖的影响，

我们采用ＣＣＫ８试剂盒比较干扰犢犃犘１的表达后

Ａ５４９细胞的增殖情况。从２４ｈ后ｓｉＮＣ组细胞增

殖开始快于ｓｉＹＡＰ１组，７２ｈ后两组差异有统计学

意义（犘＜０．０５，犘＜０．０１；图２），说明下调ＹＡＰ１的

表达能够抑制Ａ５４９细胞的增殖。

２．３　沉默犢犃犘１对 Ａ５４９细胞周期及凋亡的

影响　为了解沉默犢犃犘１对Ａ５４９细胞周期的影

响，本研究将ｓｉＹＡＰ１组及ｓｉＮＣ组的细胞周期进

行比较。结果如表１所示，沉默犢犃犘１后，Ａ５４９细

胞周期停滞于Ｇ０／Ｇ１ 的细胞较ｓｉＮＣ组增加（犘＝

０．００１），而Ｓ期（（犘＝０．０４１）及Ｇ２／Ｍ期（（犘＝０．００９）

的细胞与ｓｉＮＣ组相比均减少；沉默犢犃犘１后Ａ５４９

细胞凋亡较ｓｉＮＣ组也增加（犘＜０．００１）。

图２　靶向沉默犢犃犘１对犃５４９细胞增殖的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳犢犃犘１狊犻犾犲狀犮犻狀犵狅狀犃５４９犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀

ＹＡＰ１：Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１．犘＜０．０５，犘＜０．０１ｖｓｓｉ

ＹＡＰ１ｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊
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表１　靶向沉默犢犃犘１对细胞周期的影响

犜犪犫１　犈犳犳犲犮狋狅犳犢犃犘１狊犻犾犲狀犮犻狀犵狅狀犃５４９犮犲犾犾犮狔犮犾犲狆狉狅犵狉犲狊狊犻狅狀

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ 　ｓｉＮＣ 　ｓｉＹＡＰ１ 犘ｖａｌｕｅ

Ｇ０／Ｇ１ｐｈａｇｅ ４０．３±３．８ ５３．４±４．１ ０．００１

Ｇ２／Ｍｐｈａｇｅ ２３．８±３．０ １５．４±１．９ ０．００９

Ｓｐｈａｇｅ ３６．６±１．２ ２８．０±３．２ ０．０４１

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ０．５±０．５ ３．２±１．１ ＜０．００１

　　ＹＡＰ１：Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１

２．４　沉默犢犃犘１对Ａ５４９细胞侵袭及迁移能力的

影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果（图３）示，ｓｉＮＣ组每个

１００倍视野穿过不含Ｍａｔｒｉｇｅｌ滤膜的平均细胞数为

２２８±１３，高于ｓｉＹＡＰ１组（７８±１４，犘＜０．０１）。同

样，ｓｉＮＣ组每个１００倍视野穿过含Ｍａｔｒｇｅｌ滤膜的

平均细胞数为１７８±１１，高于ｓｉＹＡＰ１组（６８±１２，

犘＜０．０１）。说明犢犃犘１基因沉默后Ａ５４９细胞的迁

移和侵袭能力受到抑制。

图３　靶向沉默犢犃犘１对犃５４９细胞侵袭（犃，犅）及迁移（犆，犇）能力的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犢犃犘１狊犻犾犲狀犮犻狀犵狅狀犻狀狏犪狊犻狅狀（犃，犅）犪狀犱犿犻犵狉犪狋犻狅狀（犆，犇）狅犳犃５４９犮犲犾犾狊

ＹＡＰ１：Ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｃ）．犘＜０．０１ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

Ｈｉｐｐｏ／ＹＡＰ１是近年来发现的可通过调节细胞

增殖和凋亡平衡，调控器官体积的信号分子转导通

路。近年研究表明，Ｈｉｐｐｏ／ＹＡＰ１信号通路转导异

常与多种疾病的发生、发展密切相关［２，１０］。Ｓｕｄｏｌ

等［１３］于１９９５年首先报道了ＹＡＰ１蛋白，人类犢犃犘１

基因位于１１ｑ１３染色体，ＹＡＰ１蛋白的相对分子质

量约６５０００，作为Ｈｉｐｐｏ信号通路下游重要的转录

因子，其在正常机体细胞内发挥信号转导和基因转

录调节的作用。

本实验构建靶向犢犃犘１基因的慢病毒干扰载

体，感染肺癌细胞株Ａ５４９和工具细胞２９３Ｔ，７２ｈ

后荧光显微镜显示沉默效率大于８０％，说明构建的

慢病毒干扰载体ｓｉＹＡＰ１可有效沉默犢犃犘１表达，

可用于下一步实验。ｑＰＣＲ及蛋白质印迹法结果都

证明 Ａ５４９细胞感染 ＹＡＰ１慢病毒干扰载体后，

ＹＡＰ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达均下调，而无关病毒载

体对ＹＡＰ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达没有明显影响，说

明靶向犢犃犘１的小干扰ＲＮＡ可高效沉默Ａ５４９细胞

ＹＡＰ１基因及蛋白的表达。

细胞过度增殖、细胞周期失控是肿瘤发生的重

要生物学基础。Ｔｓｃｈａｈａｒｇａｎｅｈ等
［１４］的研究发现在

人肝癌细胞和鼠肝细胞中 Ｎｏｔｃｈ信号通路配体

Ｊａｇｇｅｄ１（Ｊａｇ１）表达增加，激活Ｎｏｔｃｈ信号通路，进

而调控肝癌细胞增殖、迁移及侵袭。进一步研究发

现，这一过程需ＹＡＰ１与其转录伴侣ＴＥＡＤ４结合，

Ｍｓｔ１／２而不是βｃａｔｅｎｉｎ的存在保证了ＴＥＡＤ４的

结合。本实验结果显示，与阴性对照相比，犢犃犘１基

因沉默后，Ａ５４９细胞增殖能力降低。细胞增殖是通

过细胞周期的运行来实现的，若细胞的正常周期阻

滞功能失调，则导致细胞增殖失控，最终形成肿瘤。

流式细胞实验结果发现，犢犃犘１基因沉默后Ａ５４９细

胞周期的分布发生变化，Ｓ期的细胞比例减少，

Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加，凋亡细胞增加。以上结果

提示，犢犃犘１基因促进细胞增殖可能和细胞周期改

变有关，具体机制是否与细胞周期蛋白的激活调控

有关尚需进一步研究。

肿瘤的侵袭和转移是一系列多因素、多信号通

路相互作用的结果。研究表明，过表达犢犃犘１基因

能促 进 癌 细 胞 上 皮 间 质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
［１５］，ＥＭＴ与恶性肿
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瘤细胞侵袭转移能力及临床预后密切相关［１６］。例

如，Ｓｈａｏ等
［１５］发现，在肺癌中ＹＡＰ１与ＫＲＡＳ共同

作用活化转化因子ＦＯＳ，从而可能通过激活ＥＭＴ

相关的信号通路促进小鼠肺癌复发、侵袭及转移。

本研究表明慢病毒载体介导的小干扰ＲＮＡ可

有效抑制人ＮＳＣＬＣ细胞株Ａ５４９中ＹＡＰ１ｍＲＮＡ

和蛋白的表达，从而抑制细胞增殖、侵袭。进一步研

究ＹＡＰ１在肿瘤侵袭、转移中的调节机制将有助于

发现新的抗肿瘤靶点。
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