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[摘要]     目的   本研究通过小干扰RNA（siRNA）沉默人牙周膜干细胞（hPDLSCs）YAP基因，观察YAP基因沉默

后对细胞增殖凋亡的影响。方法   将化学合成siRNA序列以脂质体LipofectamineTM 2000介导瞬时转染hPDLSCs，采

用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）、Western blot检测转染后YAP表达水平，细胞增殖活性检测试

剂盒（CCK-8）检测siRNA在体外对hPDLSCs增殖能力的影响，流式细胞仪检测细胞周期及凋亡率的变化。采用

SPSS 19.0软件对数据进行处理，设P<0.05为差异有统计学意义。结果   在转染48 h后hPDLSCs的YAP mRNA和蛋

白水平明显降低（P<0.001），YAP蛋白表达水平在细胞被转染48、72 h后无显著差异，表明siRNA可以持续有效

地抑制YAP的表达；CCK-8增殖活性实验结果显示细胞增殖活性受到抑制；沉默YAP基因后细胞早期及晚期凋亡

率均增加。细胞周期检测结果显示细胞周期发生改变，G1及S期细胞比例增多（P<0.01），G2期细胞比例明显减少

（P<0.05）。结论   siRNA沉默YAP基因后hPDLSCs增殖活性降低，细胞凋亡率明显增加，细胞的周期分布发生改

变；YAP基因可以调控hPDLSCs的增殖与凋亡。
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[Abstract]     Objective   To investigate the effects of small interfering RNA (siRNA) targeting YAP on the proliferation 

and apoptosis of human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs). Methods   Synthesized sequences of siRNA were trans-

fected into hPDLSCs by LipofectamineTM 2000. The expression of YAP was identified by using real-time quantitative reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western blot analysis. Proliferation activity was detected by using 

cell counting kit-8 (CCK-8). Changes in the cell cycle and apoptosis rate were detected by using flow cytometry. Results 

were analyzed by using SPSS 19.0, and P<0.05 was considered statistically significant. Results   Expression of YAP mRNA 

and protein were significantly downregulated after 48 h of transfection (P<0.001). No obvious difference was found in the 

expression levels of YAP protein between 48 and 72 h,  thus indicating that siRNA could inhibit  the expression of YAP 

persistently and effectively. Proliferation activity was inhibited, and apoptosis rate was increased. Cell cycle was changed

as the proportion of G1 and S phases increased (P<0.01) and G2 phase decreased (P<0.05). Conclusion     Knocking down 

YAP gene by siRNA could  inhibit proliferation activity, 

induce apoptosis, and change the cell cycle of hPDLSCs. 

Thus, YAP could regulate the proliferation and apoptosis 

of hPDLSCs.
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牙周膜是一个自我更新的系统，存在一类未分

化的、具有自我更新和多向分化潜能的牙周膜干细

胞（periodontal ligament stem cells，PDLSCs）[1]，它

是牙周组织再生和重建的“基石”。近来的研究[2]相

继证实PDLSCs是一类维持牙周组织动态平衡和缺

损修复的关键细胞，然而，关于PDLSCs的诸多研

究仍处于基础阶段，如何高效获得大量细胞并有效

控制其定向分化仍有待于解决；PDLSCs的增殖分

化受多种因素的影响，包括组织来源、供者年龄、

炎性状态等[3]。YAP蛋白是Hippo信号通路中一个起

中心作用的开关蛋白，YAP作为一种基因转录共激

活因子在维持干细胞自我更新及分化方面起着重要

作用[4]。目前PDLSCs增殖、分化的机制尚不明确，

国内外也尚未见YAP对PDLSCs增殖分化具有重要

调控作用的相关报导与研究。本实验拟研究小干扰

RNA（small  interfering RNA，siRNA）沉默YAP基

因对人牙周膜干细胞（human periodontal  ligament 
stem cells，hPDLSCs）增殖以及凋亡的影响，为进

一步研究YAP对hPDLSCs的调控奠定基础。

1   材料和方法

1.1   主要材料

hPDLSCs（课题组冻存），胎牛血清（fetal bo-
vine serum，FBS）和α-MEM液体培养基（HyClone 
公司，美国），Opti-MEM（Gibco公司，美国），

RNAiso Plus RNA提取试剂及反转录试剂盒、SYBR 
Premix Ex Taq（TAKARA公司，日本），RIPA裂

解液（北京Solarbio公司），YAP多克隆抗体（Cell 
Signaling Technology公司，美国），HRP标记山羊

抗兔IgG（Jackson公司，美国），BCA蛋白定量试

剂盒及细胞周期与凋亡检测试剂盒（上海碧云天生

物研究所)，细胞增殖活性检测试剂盒（cell counting 
kit-8，CCK-8）（日本同仁公司），引物合成（上海

博尚生物有限公司）。

1.2   实验分组

实验分组如下。siRNA-1、siRNA-2、siRNA-3组：

使用YAP-siRNA进行干预；NC组：使用非特异性

siRNA进行干预；空白对照组：仅使用脂质体对细胞

进行干预。YAP-siRNA碱基序列如下。siRNA-1：

5’-GCAUCUUCGACAGUCUUCUTT-3’；siRNA-2：

5’-GGUGAUACUAUCAACCAAATT-3’；siRNA-3：

5’-CUGCCACCAAGCUAGAUAATT-3’。非特异性

序列为：5’-UUAUCUAGCUUGGUGGCAGTT-3’。
1.3   hPDLSCs的培养及转染

hPDLSCs培养方法见文献[5-6]，用含有10%FBS

的α-MEM培养液在37 ℃、5%CO2培养箱中常规培

养，隔天换液，取对数生长期的hPDLSCs细胞以每

孔1.5×105个接种于6孔培养板，待细胞约60%融合

时，采用LipofectamineTM2000脂质体转染siRNA，

siRNA终浓度为50 nmol·L-1，按照实验分组加入不

同脂质体和siRNA混合液，每组设3个复孔。转染过

程中使用Opti-MEM无血清培养基，6 h后更换成常

规培养液继续培养。

1.4   逆转录聚合酶链反应（reverse transcription-polyme-
       rase chain reaction，RT-PCR）检测YAP mRNA
         的表达

转染后48 h收集细胞，RNAiso Plus试剂提取细

胞总RNA，RNA浓度和纯度经过检测后逆转录为

cDNA，使用特异性引物序列对YAP基因进行聚合

酶链反应（polymerase chain reaction，PCR） 扩增。

RT-PCR反应条件设为：95 ℃预变性5 min，95 ℃变

性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共45个循环

后，72 ℃终末延伸5 min。采用Roche LightCycler® 
480Ⅱ实时荧光定量PCR系统，对各组YAP mRNA
表达量进行相对定量分析。实验重复3次。

目的基因YAP上游引物序列为：5’-AATGACG-
ACCAATAGCTCAGATCC-3’，下游引物序列为：

5’-CACTGTAGCTGCTCATGCTYAGTCC-3’；内参

甘油醛三磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）上游引物序列为：5’-AG-
AAGGCTGGGGCTCA7ITITIG-3’，下游引物序列

为：5’-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’。
1.5   Western blot检测YAP蛋白的表达

分别收集转染48、72 h后的各组细胞，RIPA裂

解液提取总蛋白，二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，

BCA）法测定蛋白浓度。蛋白每孔上样量为25 μg，

使用10%十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（so-
dium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis，
SDS-PAGE）将蛋白分离，电泳结束将其转移至聚

偏氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜，5%
脱脂奶粉室温封闭2 h。加入兔抗人YAP一抗（1︰
1 000稀释）4 ℃孵育过夜，TBST洗膜，加山羊抗兔

IgG（1︰5 000稀释）室温孵育1 h。最后经TBST充

分漂洗后，增强化学发光显影，洗片。

1.6   CCK-8试剂盒检测hPDLSCs增殖能力

将细胞以每孔5 000个接种于96孔培养板中，待

细胞约60%融合时，采用LipofectamineTM2000脂质

体转染siRNA，siRNA终浓度为50 nmol·L-1。实验每

组均设5个复孔。按照CCK-8试剂盒说明书操作，转

染后1、2、3、4、5 d分别测定490 nm波长下各孔吸

光度值，比较组间有无差异。实验重复3次。
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1.7   流式细胞仪检测hPDLSCs细胞周期及凋亡

细胞转染72 h后，用0.25%胰酶消化，PBS清洗

2遍，离心去上清。按照细胞凋亡检测说明书操作

步骤进行，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。同样，

细胞转染72 h后进行细胞周期检测，将细胞经70%
乙醇固定过夜后上流式细胞仪检测分析。

1.8   统计学处理

采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，计量资料

用均数±标准差表示，多样本均数比较用单因素方差

分析，设P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果

2.1   YAP-siRNA干扰效率的测定

对RT-PCR结果进行相对定量分析，空白对照

组与NC组组间YAP mRNA表达量差异不明显（P>
0.05）；siRNA-1及siRNA-2组YAP mRNA表达量显

著降低（P<0.001），分别降至NC组的19.49%±
5.43%、20.49%±7.34%；siRNA-3组表达量也有明显

降低（P<0.01）（图1）。Western blot检测结果显

示，YAP蛋白表达水平与mRNA表达量结果基本一

致，并且选取的48、72 h两个时间点之间也基本无

差异，siRNA-1及siRNA-2组YAP蛋白表达量显著降

低（图2）。以上结果表明，本实验所设计的siRNA
干扰靶序列可以高效而特异地沉默YAP基因。

2.2   YAP-siRNA对hPDLSCs增殖的影响

CCK-8结果显示，与空白对照组及NC组相比，

转染后2 d siRNA-1组增殖活性开始有明显降低（P<
0.05），转染后3、4 d siRNA-1及siRNA-2组细胞增

殖活性显著降低（P<0.001），第5天细胞增殖活性

有所回升（P<0.01），这可能与siRNA作用时间有

限有关。由此可见，YAP基因被沉默后细胞生长速

度减慢，并且这种细胞生长抑制在一定时间内可以

持续稳定存在（图3）。

图  1    RT-PCR检测YAP mRNA的表达

Fig  1    Expression of YAP mRNA detected by RT-PCR

上：转染后48 h；下：转染后72 h。

图  2    Western blot检测YAP蛋白的表达

Fig  2    Expression of YAP protein detected by Western blot

图  3    各组转染后的吸光值

Fig  3    Absorbance value of each group

2.3   YAP-siRNA对hPDLSCs凋亡的影响

各组细胞凋亡率见图4。

左：NC组；中：siRNA-1组；右：siRNA-2组。Q1：晚期凋亡细胞；Q2：坏死细胞；Q3：正常细胞；Q4：早期凋亡细胞。

图  4    各组细胞凋亡率

Fig  4    Apoptosis rate of each group

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

Q2 Q1

Q3 Q4

0.47% 7.88%

86.26% 5.39%

5.84%

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

Q2 Q1

Q3 Q4

0.47% 21.39%

68.25% 9.89%

9.38%

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

0
10

1
10

2
10

3
10

4
10

Q2 Q1

Q3 Q4

0.79% 10.94%

81.78% 6.49%

6.55%



•625•
   华西口腔医学杂志  第 33 卷  第 6 期  2015 年 12 月

     West China Journal of Stomatology  Vol.33  No.6  Dec. 2015      http://www.hxkqyxzz.net

以上结果表明siRNA-1、siRNA-2组YAP干扰效

率较高并且持续稳定。选取这2组为实验组，NC组为

对照组进行后续实验。NC组、siRNA-1组、siRNA-2
组细胞早期凋亡率分别为5.84%±0.45%、9.38%±
0.62%、6.55%±0.18%。siRNA-1组早期凋亡率明显

增多（P<0.001）；各组晚期凋亡率分别为8.24%±
0.45%、21.95%±1.22%、12.22%±0.18%，siRNA-1
组及siRNA-2组晚期凋亡率显著增多（P<0.001，P<
0.01）（图4）。

2.4   YAP-siRNA对hPDLSCs细胞周期的影响

hPDLSCs大部分处于细胞周期G0/G1期，为慢周

期性。与NC组相比，siRNA-1、siRNA-2组细胞周

期分布发生改变，G1及S期细胞比例明显增多（P<
0.01)，而G2期细胞则明显减少（P<0.01，P<0.05）

（图5）。

  图  5    细胞周期分布图

Fig  5    Cell cycle distribution of each group

3   讨论

hPDLSCs是近来发现的来源于牙周膜组织的成

体干细胞，它在维持正常的牙周组织更新和牙周组

织修复中起着重要作用[7-8]。牙周组织具有自身的更

新和修复能力，其修复活动是通过牙周膜中的不同

细胞亚群的定向迁移和分化实现的[9]。在疾病或在受

到外界刺激时，通过牙周膜中干细胞的不断增殖和

分化使牙周组织修复再生，而目前这种影响hPDLSCs
增殖的机制尚未明确。

YAP蛋白是Hippo信号通路中一个起中心作用

的开关蛋白，在细胞正常生长发育过程中，YAP结

合转录因子TEAD等促进下游目的基因的表达，从

而促进细胞生长、抑制细胞凋亡。过表达YAP引起

未分化祖细胞大量增殖[10]，多功能性敲除或RNA干

涉YAP的表达都显著地降低了干细胞的多向分化潜

能，并且与维持干细胞特性相关的基因Oct4和Sox2
的表达也显著降低[11]。近年来的研究[12-13]表明YAP
基因参与干细胞的更新调控。在神经祖细胞的研究

中表明，过表达YAP不仅能抑制祖细胞的分化同时

也会促进神经祖细胞的大量增殖；YAP同时调节组

织特异性的前体细胞，在正常小鼠的小肠中，YAP
表达在小肠上皮前体细胞中，YAP过表达可以显著

调控前体细胞数量的扩增，同时会抑制前体细胞向

成熟的终末细胞分化[10]。由此表明，YAP作为一种

基因转录共激活因子在维持干细胞自我更新及分化

方面起着重要作用。并且YAP的促增殖功能与TEAD
密切相关，YAP/TEAD的激活促进相关基因如周期

蛋白D1（cyclin D1）等的表达而抑制干细胞退出细

胞周期、抑制凋亡等，从而有利于干细胞的增殖。

本研究使用siRNA沉默YAP后，CCK-8结果显

示细胞增殖活性降低，细胞生长速度减慢，并且这

种细胞生长抑制持续存在；细胞周期检测显示YAP-
siRNA组细胞周期发生改变；YAP基因干扰后细胞

的凋亡率明显增多，这表明YAP可以有效地调控

hPDLSCs的增殖及凋亡。细胞周期检测中G1和S期

细胞比例增多而G2期显著降低，YAP参与细胞周期

的调节。最新的研究[14]发现YAP在内皮细胞G1期进

入S期过程中发挥重要作用，YAP基因被敲除后G1

期细胞增多而S期细胞明显减少，而对Hela细胞YAP
基因进行敲出后细胞周期分布并无明显变化。因此

推测YAP在不同种细胞中其对细胞周期的调控机制

有所不同。本实验初步成果表明YAP能促hPDLSCs
的增殖、抑制hPDLSCs凋亡，这可能为基于干细胞

的牙周组织再生工程提供新思路。但YAP的调控机

制现仍不清楚，YAP表达上调或降低之后hPDLSCs
其他的生物学特性变化仍需进一步研究。
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《华西口腔医学杂志》编辑部

2015年6月汤森路透（Thomson Reuters）公司出品的期刊引证报告（Journal Citation Reports，JCR）公布

了2014年收录的SCI期刊及其影响因子情况。口腔医学类（Journals in Dentistry，Oral Surgery and Medicine）

期刊中，有88种被SCI收录，影响因子最高为4.139，最低为0.048，1种尚无影响因子。88种期刊中，有21种

期刊位于Q1区（表1）。

SCI收录口腔医学类期刊2014年影响因子分析

序号                                刊名简写 ISSN 影响因子

1 J DENT RES  0022-0345 4.139
2 J CLIN PERIODONTOL 0303-6979 4.010
3 CLIN ORAL IMPLAN RES 0905-7161 3.889
4 DENT MATER 0109-5641 3.769
5 PERIODONTOL 2000 0906-6713 3.632
6 ORAL ONCOL 1368-8375 3.607
7 CLIN IMPLANT DENT R 1523-0899 3.589
8 J ENDODONT 0099-2399 3.375
9 EUR J ORAL IMPLANTOL 1756-2406 3.136
10 INT ENDOD J 0143-2885 2.971
11 J CRANIO MAXILL SURG 1010-5182 2.933
12 MOL ORAL MICROBIOL 2041-1006 2.784
13 J DENT 0300-5712 2.749
14 J PERIODONTOL 0022-3492 2.706
15 INT J ORAL SCI 1674-2818 2.531
16 J PERIODONTAL RES 0022-3484 2.466
17 ORAL DIS 1354-523X 2.427
18 CLIN ORAL INVEST 1432-6981 2.352
19 CARIES RES 0008-6568 2.281
20 COMMUNITY DENT ORAL 0301-5661 2.025
21 J AM DENT ASSOC 0002-8177 2.010

表  1    口腔医学类SCI收录的Q1区期刊




