
鼻咽癌（NPC）是起源于鼻咽被覆上皮的一种恶性

肿瘤，其发病具有明显的地区聚集性，在我国南方以及

东南亚一些国家高发［1］。其发病因素包括EB病毒感

染、遗传因素、环境因素等［2］。目前鼻咽癌主要治疗方式

是以放疗为主的综合治疗。由于鼻咽癌恶性程度较高，

进展较快，多数鼻咽癌患者在就诊时已处于中晚期，患

者整体预后较差［3］。随着基因靶向治疗研究的不断深

入，探寻有效的靶基因对改善鼻咽癌患者的预后意义重

大［4］。研究表明，Yes相关蛋白（YAP1）与细胞增殖、器官

发育以及肿瘤的发生发展相关［5］。YAP1在结肠癌、卵

巢癌、乳腺癌等肿瘤中表达水平异常，且其表达水平与

预后相关［6-7］。下调YAP1表达后对乳腺癌、结肠癌等肿

瘤细胞的增殖、迁移有抑制作用并调控肿瘤细胞的

凋亡［8-9］。但YAP1与鼻咽癌相关的研究目前未见明确

报导。本研究通过siRNA靶向下调鼻咽癌细胞S26和

S18中YAP1的表达水平，从而明确YAP1在鼻咽癌细

胞增殖、迁移及侵袭方面的作用，为鼻咽癌的靶向治疗

提供新的理论依据。
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摘要：目的 探究沉默Yes相关蛋白1（YAP1）对鼻咽癌细胞增殖、迁移及侵袭能力的影响。方法 采用实时荧光定量PCR和

Western blot方法检测YAP1在鼻咽癌细胞系中的表达水平；在鼻咽癌细胞S26和S18中转染3条合成的小干扰RNA：si-NC, si-

YAP1#1和si-YAP1#2，以转染阴性对照si-NC的细胞作为对照组，转染si-YAP1#1和si-YAP1#2的细胞作为实验组，实时荧光定

量PCR和Western blot检测转染后的干扰效率；通过细胞计数、平板克隆形成等方法评估转染si-YAP1#1和si-YAP1#2后的实验

组和转染 si-NC的对照组对鼻咽癌细胞增殖能力的影响；用划痕和Transwell方法分析各组细胞迁移与侵袭能力的变化；

Western blot检测各组细胞中c-myc、上皮性钙黏蛋白（E-cadherin）、神经性钙黏蛋白（N-cadherin）和波形蛋白（Vimentin）等与细

胞增殖和上皮间质转化相关蛋白的表达变化。结果 YAP1在鼻咽癌细胞系中高表达；与阴性对照组相比，转染si-YAP1#1和si-

YAP1#2的实验组细胞中YAP1的mRNA及蛋白水平均显著降低（P<0.05）；生长计数、平板克隆、划痕及Transwell等实验结果

均显示转染 si-YAP1#1和 si-YAP1#2的实验组细胞的生长和克隆能力、划痕愈合能力及侵袭能力较阴性对照组细胞明显下降

（P<0.01）；且相较阴性对照组，实验组细胞中c-myc、N-cadherin和Vimentin等蛋白的表达水平降低，E-cadherin的表达量增加。

结论 YAP1在鼻咽癌细胞系中高表达，在鼻咽癌细胞中利用siRNA靶向敲低YAP1的表达后可以抑制鼻咽癌细胞的增殖、迁移

及侵袭能力，提示YAP1可以作为一个潜在的鼻咽癌临床治疗干预靶点。
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Abstract: Objective To investigate the effects of Yes-associated protein 1 (YAP1) knockdown on the proliferation, migration
and invasion in human nasopharyngeal carcinoma (NPC) cells. Methods We detected the expression of YAP1 mRNA and
protein in different NPC cell lines and an immortalized nasopharyngeal epithelial cell line using RT-PCR and Western blotting.
Two YAP1- targeting small interfering RNAs (siRNA) were transfected into NPC cell lines S26 and S18, and the knockdown
efficiency was confirmed by RT-PCR and Western blotting. The effect of YAP1 knockdown on the proliferation of the NPC cells
was determined by cell counting and colony formation assay; wound healing assay and Transwell assay were used to analyze
the changes in the cell migration and invasion abilities in each group. Western blotting was used to analyze the changes in the
expressions of c-myc, E-cadherin, N-cadherin and vimentin in the NPC cells after YAP1 knockdown. Results YAP1 was highly
expressed in the NPC cell lines. Compared with the negative control group, the NPC cell lines with YAP1 knockdown showed
significantly lowered YAP1 expressions at both the mRNA and protein levels (P<0.05). YAP1 knockdown significantly
suppressed the growth, cloning formation, migration and invasion of the NPC cells as compared with control cells (P<0.01).
YAP1 knockdown obviously decreased the expression levels of c-myc, N-cadherin and vimentin and increased E-cadherin
expression in the NPC cells. Conclusions YAP1 knockdown via siRNA suppresses the proliferation, migration and invasion of
NPC cells in vitro, suggesting that YAP1 may serve as a therapeutic target for NPC.
Key words: Yes-associated protein 1; nasopharyngeal carcinoma; cell proliferation; cell migration; cell invasion
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1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人鼻咽永生化上皮细胞NP69及鼻咽癌

细胞株HONE1、HK-1、S26和S18由实验室保存提供。

1.1.2 主要试剂 DMEM培养基、胎牛血清、0.25%胰

蛋 白 酶 、OPTI-MEM（Gibco），Lipofectamine2000

（Invitrogen），YAP1 小 干 扰 RNA（si-YAP1#1 和 si-

YAP1#2）及随机合成的阴性对照（si-NC）（吉玛），RNA

提取试剂盒（Qiagen），RNA 逆转录及荧光定量 PCR

试剂盒（TAKARA），RIPA蛋白裂解液及BCA蛋白定

量试剂盒（碧云天），YAP1抗体（Sigma）；β-actin抗体

（TransGen）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人鼻咽癌细胞株HONE1、HK-1、S26

和S18培养于含有10%胎牛血清、双抗浓度为100 U/mL

的DMEM培养基中，人鼻咽永生化上皮细胞NP69培养

于含10%胎牛血清的Keratinocyte-SFM中，置于37 ℃，

5% CO2培养箱常规培养。在细胞生长至约80%时，用胰

蛋白酶消化、传代，选取对数生长期细胞进行进一步实验。

1.2.2 细胞转染 6孔板中每孔接种约2×105鼻咽癌细

胞 S26，S18，12~16 h 后待细胞密度约 30%，参照

Lipofectamine2000转染试剂盒方法转染si-NC作为阴

性对照组，转染 si-YAP1#1和 si-YAP1#2作为实验组。

分别于48、72 h后收集各组细胞以检测mRNA和蛋白

水平的干扰效果（干扰序列见表1）。

1.2.3 荧光定量PCR检测YAP1的表达水平 参照RNA

提取试剂盒的方法提取人鼻咽癌细胞（HONE1、HK-1、

S26、S18）及人鼻咽永生化上皮细胞NP69或经过si-NC

及 si-YAP1#1和 si-YAP1#2处理后的鼻咽癌细胞S26、

S18 总 RNA，对提取的 RNA 进行浓度测定，存放于

-80 ℃。参照Takara逆转录试剂盒合成 cDNA，应用

SYBR Green的方法检测YAP1的相对表达水平，反应

条件为：95 ℃ 预变性5 min，95 ℃ 变性30 s，60 ℃退火

30 s，72 ℃ 延伸10 s，共40个循环，然后72℃延伸10 min

（引物序列见表2）。

1.2.4 Western blot 检测 YAP1 及增殖、上皮间质转化

（EMT）相关蛋白表达水平 使用RIPA裂解液提取指定

细胞的总蛋白，通过BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度，取约50 μg总蛋白上样，10%SDS-PAGE胶、110 V恒

压电泳约1.5 h后转膜，5%脱脂牛奶室温封闭1 h，一抗

（YAP1、c-myc、E-cadherin、N-cadherin、Vimentin）4 ℃孵

育过夜，TBST洗膜3次每次10 min，二抗室温孵育1 h，

TBST 洗膜 3 次每次 10 min，采用 HRP- ECL 法通过

Biorad化学发光仪显影。

1.2.5 细胞计数法测定细胞生长能力 在鼻咽癌细胞

S26，S18中转染 si-NC作为阴性对照组细胞，转染 si-

YAP1#1和si-YAP1#2作为实验组细胞，待转染48 h后

在12孔板每孔接种约1×103各组细胞，每组设3个复孔，

于37℃、5% CO2培养箱中常规培养分别1~3 d后，用胰

蛋白酶消化，离心后1 mL培养基重悬，取10 μL细胞悬

液使用细胞计数板于显微镜下计数。

1.2.6 平板克隆测定细胞克隆形成能力 6孔板中接种

约2000个转染 siRNA 48 h后的阴性对照组（si-NC）及

实验组（si-YAP1#1 和 si-YAP1#2）细胞，于 37 ℃、5%

CO2培养箱中培养10~14 d。弃掉培养基后PBS洗涤

1次，4%多聚甲醛固定 10 min，结晶紫染色 10 min后

用水清洗掉结晶紫，置于空气中干燥。计数细胞克

隆数目。

1.2.7 细胞划痕和Transwell实验 将S26，S18中转染

48 h后的阴性对照组（si-NC）及实验组（si-YAP1#1和

si-YAP1#2）细胞调整到密度为 6×105，充分混匀后取

70 μL细胞悬液置于划痕器中，约16~20 h后取去划痕器

并更换无血清培养基，分别于0 h，36 h观察细胞的迁移

情况。在小室上室加入（或不加）200 μL稀释的Matrigel，

干燥过夜。将8×104个 siRNA处理后的各组细胞制成

200 μL无血清细胞悬液接种于小室的上层，小室下层给

予700 μL常规培养基，于37 ℃、5% CO2培养箱中培养

24 h后取出小室，PBS轻柔洗涤1次，4%多聚甲醛固定

10 min，结晶紫染色10 min，然后用棉签擦净上层小室

表1 YAP1 siRNA序列
Tab.1 siRNA sequences for YAP1 knockdown

RNA Sequences

Si-YAP1#1

F 5'-GCGUAGCCAGUUACCAACATT-3'

R 5'-UGUUGGUAACUGGCUACGCTT-3'

Si-YAP1#2

F 5'- GUGGGACUCAAAAUCCAGUTT-3'

R 5'- ACUGGAUUUUGAGUCCCACTT-3'

si-NC

F 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'

R 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'

表2 PCR引物序列
Tab.2 Primer sequences for PCR

RNA Sequences

YAP1

F 5'-ACCCACAGCTCAGCATCTTC-3'

R 5'-GCTGTGACGTTCATCTGGGA-3'

β-ACTIN

F 5'-CCCACACTGTGCCCATCTAC-3'

R 5'-GGAACCGCTCATTGCCAATG-3'

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2019, 39(3): 286-291 ··287



中未穿过滤膜的细胞，显微镜下拍照、计数。

1.2.8 统计学分析 采用SPSS 20.0统计软件分析，数据

以均数±标准差表示，采用两样本 t检验统计学方法，P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 YAP1在鼻咽癌组织及细胞系中的表达

课题组前期通过对87例NPC患者组织及10例正

常对照组织的转录组测序（RNA-Seq）数据分析，结果显

示，与对照组织比较，YAP1在鼻咽癌组织中的表达上

调。在本项研究中，我们通过荧光定量PCR及Western

blot技术检测人鼻咽永生化上皮细胞NP69及鼻咽癌细

胞系HONE1、HK-1、S26、S18中YAP1的表达水平，发

现相较人鼻咽永生化上皮细胞NP69，YAP1在鼻咽癌细

胞HONE1、S26和S18中相对高表达（图1），后续选取

S26和S18进行进一步的功能实验。
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图1 YAP1在鼻咽癌组织（A）和细胞系（B-C）中的表达水平
Fig.1 YAP1 expression in NPC tissues (A) and cell lines (B, C). NP69 as a normal control in cell line expression. *P<0.05 vs Normal
group as control.
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2.2 YAP1干扰效率验证

采用荧光定量PCR及Western blot技术检测鼻咽

癌细胞S26，S18在转染 siRNA后细胞中YAP1表达水

平的变化。结果显示，相对si-NC处理的阴性对照组细

胞而言，转染si-YAP1#1和si-YAP1#2后的实验组细胞

YAP1的mRNA及蛋白水平均明显降低，差异有统计学

意义（P<0.05），证实了siRNA的有效性（图2）。

2.3 YAP1对鼻咽癌细胞生长能力和克隆形成能力的

影响

鼻咽癌细胞S26，S18分别转染 si-NC、si-YAP1#1

和si-YAP1#2后在指定时间点进行细胞计数，相比对照

组（si-NC），实验组（si-YAP1#1和si-YAP1#2）细胞的生

长受到明显抑制，差异有统计学意义（P<0.01）。平板克

隆形成实验结果显示，相较阴性对照组（si-NC），实验组

（si-YAP1#1和si-YAP1#2）细胞的克隆形成能力显著下

降，差异有统计学意义（P<0.01，图3）。

2.4 敲低YAP1对鼻咽癌细胞迁移及侵袭能力的影响

鼻咽癌细胞S26,S18中转染 si-NC、si-YAP1#1和

si-YAP1#2后进行划痕实验及Transwell实验，划痕实验

结果显示相比对照组（si-NC），实验组（si-YAP1#1和si-

YAP1#2）细胞的划痕愈合能力明显减弱；Transwell结

果显示实验组（si-YAP1#1和si-YAP1#2）细胞的迁移及

侵袭细胞数相对阴性对照组（si-NC）明显减少，差异具

有统计学意义（P<0.01，图4）。

2.5 敲低YAP1对增殖、上皮间质转化（EMT）相关蛋白

的影响

Western blot结果显示，与阴性对照组（si-NC）相

比，实验组（si-YAP1#1和 si-YAP1#2）细胞增殖相关蛋

白c-myc水平显著降低，迁移、侵袭相关的间质标志物

N-cadherin 和 Vimentin 表达量降低，上皮标志物 E-

cadherin表达量增加（图5）。
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图2 荧光定量PCR、Western blot检测YAP1干扰前后阴
性对照组及实验组细胞中mRNA和蛋白的表达变化
Fig.2 YAP1 mRNA (A) and protein (B) expressions
detected by RT-PCR and Western blotting in negative
control group (si-NC) and experimental groups (si-YAP1#1
and si-YAP1#2). *P<0.05 vs si-NC as control group.
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3 讨论

鼻咽癌在我国南方地区尤其是广东有着非常高的

发病率，其发病部位隐匿，早期临床表现不典型，多数鼻

咽癌患者在就诊时病情已处于中晚期［10-12］，以放疗为主

的综合治疗方式疗效虽相对显著，但癌细胞的远处转移

仍使得部分患者无法治愈［13］，晚期鼻咽癌患者的5年生

存率为61%~66%［14］。鼻咽癌高侵袭转移的特征是其影

响鼻咽癌晚期患者不良预后的重要原因［15］。基于鼻咽

癌的病情特征及其治疗现状，找寻鼻咽癌发生发展过程

中有效的关键分子作为治疗靶点对于改善晚期鼻咽癌

患者的不良预后具有重要意义。

人YAP1基因编码Hippo信号通路下游的效应分

子，通过与细胞核内的有关因子结合影响基因的转录、

表达，参与细胞的发育、生长等过程［16］。Hippo信号通路

的失活会导致YAP1去磷酸化并聚集在细胞核中，继而

调控与细胞增殖、抗凋亡、EMT及干细胞活性等相关基

因的表达［17-18］。根据已有研究表明，YAP1在乳腺癌、非

小细胞肺癌、胰腺癌等肿瘤中表达上调且影响肿瘤的发

展进程及患者预后［19-22］。另有研究表明，YAP1对一些

抗肿瘤药物如埃罗替尼、西妥昔单抗等的继发耐药也发

挥一定的作用[21, 23-25]。由此看来，YAP1作为Hippo

信号通路的转录调节因子，可以作为癌症治疗的潜

在靶标。

在本研究中，课题组前期通过对87例NPC患者组

织及10例对照组织的转录组测序数据分析发现YAP1

在NPC患者组织中的表达水平较对照组织增高，荧光

定量PCR及Western blot检测到YAP1在NPC细胞系

中表达上调，提示其可能作为癌基因在鼻咽癌的发展过

程中起作用。随后通过荧光定量PCR及western blot验

证siRNA干扰效果的有效性，结果显示转染si-YAP1#1

和si-YAP1#2后细胞YAP1的表达水平相比si-NC显著

下降。在确认了siRNA的干扰效率后，我们进一步进行

了生长计数及平板克隆实验以评估YAP1对鼻咽癌

细胞增殖能力的影响，实验结果表明，相比阴性对照

组（si-NC），实验组（si-YAP1#1和si-YAP1#2）细胞的生

长能力及克隆形成能力受到明显抑制，且实验组细胞中

与增殖有关的标记物c-myc的蛋白水平也较对照组显

著下降，说明YAP1的表达水平对鼻咽癌细胞的增殖有

重要的影响。

此外，肿瘤细胞的迁移及侵袭是鼻咽癌患者预后不

良的重要因素，在明确YAP1的表达对鼻咽癌细胞增殖

能力的影响后，我们继续探究了YAP1对鼻咽癌细胞迁

移及侵袭能力的影响。划痕实验结果表示，与阴性对照

组（si-NC）相比，实验组（si-YAP1#1和si-YAP1#2）细胞

的划痕愈合能力明显减弱；Transwell迁移和侵袭中的

实验组（si-YAP1#1和si-YAP1#2）的穿膜细胞数比阴性

对照组（si-NC）明显减少。这些实验表明，敲低YAP1使

鼻咽癌细胞的迁移及侵袭能力受到了显著抑制。
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图3 敲低YAP1抑制鼻咽癌细胞的生长能力(A)和平板克隆形成能力(B)
Fig.3 YAP1 knockdown inhibited the growth (A) and colony formation ability (B) of NPC cells. **P<0.01 vs si-NC
as control group, ***P<0.001 vs si-NC as control group.
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EMT是肿瘤细胞获得迁移及侵袭能力的重要途

径，是肿瘤细胞突破基底膜发生侵袭-转移级联反应的

第一步［26］。其主要表现为上皮细胞极性丧失和黏附性下

降使得细胞的活动性增强并逐步向间质细胞转化［27-28］。

在肿瘤发展过程中，E-cadherin向N-cadherin转化，意

味着细胞发生了EMT，增加了细胞的活动性及迁移、侵

袭能力，E-cadherin与N-cadherin的表达量呈负相关［29］。

Vimentin是一种维持细胞间质特性的中间纤维，是间质

细胞的标志物。细胞黏附分子E-cadherin表达减少时，

角蛋白为主的细胞骨架转变为波形蛋白Vimentin为主

的细胞骨架，进而影响细胞的形态及活动性［30］。基于

YAP1影响鼻咽癌细胞迁移和侵袭的表型，我们进一

步采用 Western blot 检测了 EMT 相关的分子标志物

E-cadherin、N-cadherin 和Vimentin等。Western blot结

果显示，与阴性对照组（si-NC）比较，实验组（si-YAP1#1

和si-YAP1#2）细胞的E-cadherin表达增加，N-cadherin

和Vimentin表达降低。由此可见，YAP1的表达水平对

鼻咽癌细胞EMT以及迁移侵袭发挥了重要的作用。

综上所述，YAP1的表达在鼻咽癌细胞的增殖、迁

移及侵袭过程中有着重要的作用，提示YAP1作为鼻咽
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图4 敲低YAP1后抑制鼻咽癌细胞的迁移及侵袭能力
Fig.4 YAP1 knockdown suppresses the migration (A, B) and invasion (C) of NPC cells in vitro. **P<0.01 vs si-NC as control group,
***P<0.001 vs si-NC as control group.
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癌发展过程中的一个有效关键分子，有可能成为鼻咽癌

治疗中新的潜在治疗靶点。但本研究目前只在体外证

实了YAP1对鼻咽癌细胞的功能影响，其体内功能的验

证及其在鼻咽癌发展中起作用的机制有待进一步研究。
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图5 敲低YAP1后，c-myc、Vimentin和N-cadherin蛋白
表达量降低，E-cadherin表达量增加
Fig.5 YAP1 knockdown reduced the expression of c-myc,
vimentin and N-cadherin and increased the expression of
E-cadherin in the NPC cell lines S26 and S18 in vitro.
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