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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 Yes 相关蛋白 1( YAP1)对人晶状体上皮细胞( LECs)增殖的调控作用,并阐明其对

SRY 盒转录因子 2( SOX2)转录调控的可能机制。　 方法 　 选用人 LECs 细胞系 SRA01 / 04,转染靶向 YAP1 的

小干扰 RNA( siRNA)及阴性对照( siNC) ,采用实时荧光定量 PCR( qRT-PCR)与 Western
 

blot 检测 YAP1
 

mRNA
及蛋白表达水平筛选有效干预序列。 采用细胞计数试剂盒 8( CCK-8)法与 EdU 实验检测细胞增殖能力;采用

Western
 

blot 检测细胞周期相关蛋白 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达变化。 将 LECs 分为空载体组和 YAP1 组,分别

转染空载体和 YAP1 质粒,采用 qRT-PCR 检测 YAP1 和 SOX2
 

mRNA 表达水平;采用 Cut&Tag 检测 YAP1 在

SOX2 启动子区域的结合富集,并构建 SOX2 启动子荧光素酶报告系统验证 YAP1 对 SOX2 转录活性的影响。 进

一步转染 siSOX2 观察 SOX2 敲低对细胞增殖及细胞周期相关蛋白表达的影响。　 结果 　 siYAP1-1 组 YAP1
 

mRNA 和蛋白表达水平明显低于 siNC 组,差异均有统计学意义 ( 均 P < 0. 05) 。 siYAP1-1 组 EdU 阳性率为

(23. 2±2. 7) % ,显著低于 siNC 组的 ( 80. 2 ± 0. 9) % ,差异有统计学意义 ( t = 31. 853,P < 0. 001) 。 siYAP1-1 组

24、48、72
 

h 的吸光度值均低于 siNC 组,差异均有统计学意义(均 P< 0. 05) 。 siYAP1-1 组 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白相对表达量明显低于 siNC 组,差异均有统计学意义 ( t = 12. 857, P < 0. 001; t = 9. 432, P = 0. 001) 。
Cut&Tag 测序结果提示,在 LECs 中,YAP1 在 SOX2 启动子区域存在明显结合富集信号。 siYAP1-1 组 SOX2

 

mRNA 相对表达量明显低于 siNC 组,YAP1 组 SOX2
 

mRNA 相对表达量明显高于空载体组,差异均有统计学

意义( t = 9. 914、11. 185,均 P<0. 001) 。 YAP1 组不同剂量相对荧光素酶活性均明显高于空载体组,差异均有

统计学意义(均 P<0. 001) 。 敲低 SOX2 可显著抑制细胞增殖并下调 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达,其表型变化

与 YAP1 敲低一致。　 结论 　 YAP1 可促进 LECs 增殖并推动细胞周期进程,其作用机制可能与 YAP1 结合并

转录激活 SOX2 进而上调 G1 / S 期关键细胞周期蛋白表达有关。　
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 Abstract  　 Objective　 To

 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

Yes-associated
 

protein
 

1
 

 YAP1  
 

in
 

regulating
 

the
 

proliferation
 

of
 

human
 

lens
 

epithelial
 

cells
 

 LECs  
 

and
 

elucidate
 

its
 

possible
 

mechanism
 

of
 

transcriptional
 

regulation
 

of
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2
 

 SOX2 . 　 Methods 　 The
 

human
 

lens
 

epithelial
 

cell
 

line
 

SRA01 / 04
 

was
 

used.
 

Cells
 

were
 

transfected
 

with
 

small
 

interfering
 

RNA
 

 siRNA  
 

targeting
 

YAP1
 

or
 

a
 

negative
 

control
 

 siNC  .
 

YAP1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

 qRT-PCR  
 

and
 

Western
 

blot
 

to
 

select
 

effective
 

interfering
 

sequences.
 

Cell
 

proliferation
 

was
 

assessed
 

using
 

the
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

 CCK-8 
 

assay
 

and
 

EdU
 

incorporation
 

assay.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

changes
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

proteins
 

Cyclin
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D1
 

and
 

Cyclin
 

E1.
 

LECs
 

were
 

divided
 

into
 

empty
 

vector
 

group
 

and
 

YAP1
 

group 
 

transfected
 

with
 

empty
 

plasmid
 

and
 

the
 

YAP1
 

plasmid 
 

respectively.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

YAP1
 

and
 

SOX2
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR.
 

Cleavage
 

under
 

targets
 

and
 

tagmentation
 

 Cut&Tag  
 

assay
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

binding
 

enrichment
 

of
 

YAP1
 

in
 

the
 

SOX2
 

promoter
 

region.
 

A
 

SOX2
 

promoter
 

luciferase
 

reporter
 

system
 

was
 

constructed
 

to
 

verify
 

the
 

effect
 

of
 

YAP1
 

on
 

SOX2
 

transcriptional
 

activity.
 

Furthermore 
 

transfection
 

with
 

siSOX2
 

was
 

conducted
 

to
 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

SOX2
 

knockdown
 

on
 

cell
 

proliferation
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

cycle-related
 

proteins. 　 Results　 The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

YAP1
 

in
 

the
 

siYAP1-1
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

siNC
 

group
 

 both
 

P <
0. 05  .

 

The
 

EdU
 

positive
 

rate
 

in
 

the
 

siYAP1-1
 

group
 

was
 

 23. 2±2. 7  %  
 

which
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

 80. 2±
0. 9  %

 

in
 

the
 

siNC
 

group
 

 t = 31. 853 
 

P<0. 001  .
 

The
 

absorbance
 

values
 

at
 

24 
 

48 
 

and
 

72
 

hours
 

in
 

the
 

siYAP1-1
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

siNC
 

group
 

 all
 

P < 0. 05  .
 

The
 

relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

in
 

the
 

siYAP1-1
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

siNC
 

group
 

 t = 12. 857 
 

P<0. 001 
 

t = 9. 432 
 

P = 0. 001  .
 

Cut&Tag
 

sequencing
 

results
 

indicated
 

significant
 

binding
 

enrichment
 

of
 

YAP1
 

in
 

the
 

SOX2
 

promoter
 

region
 

in
 

LECs.
 

The
 

relative
 

SOX2
 

mRNA
 

expression
 

level
 

was
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

siYAP1-
1

 

group
 

than
 

in
 

the
 

siNC
 

group
 

and
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

YAP1
 

group
 

than
 

in
 

the
 

empty
 

vector
 

group
 

 t = 9. 914 
 

11. 185 
 

both
 

P< 0. 001  .
 

The
 

relative
 

luciferase
 

activities
 

in
 

the
 

YAP1
 

group
 

at
 

different
 

doses
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

empty
 

vector
 

group
 

 all
 

P < 0. 001  .
 

Knockdown
 

of
 

SOX2
 

significantly
 

inhibited
 

cell
 

proliferation
 

and
 

down-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1 
 

exhibiting
 

phenotypic
 

changes
 

consistent
 

with
 

YAP1
 

knockdown. 　 Conclusions 　 YAP1
 

promotes
 

the
 

proliferation
 

and
 

cell
 

cycle
 

progression
 

of
 

LECs.
 

Its
 

mechanism
 

may
 

involve
 

YAP1
 

binding
 

to
 

and
 

transcriptionally
 

activating
 

SOX2 
 

thereby
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

G1 / S
 

phase
 

cell
 

cycle
 

proteins.
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　 　 晶状体是高度透明且具有折光功能的双凸结构,
其透明性与屈光特性依赖于晶状体上皮细胞 ( lens

 

epithelial
 

cells,LECs)与晶状体纤维细胞在时空上精确

调控的增殖-分化平衡以及稳态维持机制 [ 1] 。 在胚胎

期及出生后早期,LECs 持续增殖并在赤道区向纤维细

胞分化,驱动晶状体生长;在成年阶段,LECs 仍承担物

质转运、代谢与抗应激等功能,并保留一定的增殖潜

能,一旦调控失衡即可导致晶状体透明性破坏并参与

多种晶状体病理过程 [ 2] 。 此外,白内障手术后残留的

LECs 可被“伤口修复” 微环境激活而发生增殖、迁移

及转 分 化, 形 成 后 发 性 白 内 障 ( posterior
 

capsule
 

opacification,PCO) ,提示 LECs 增殖调控既是发育与

稳态问题,也是术后病理机制的核心环节 [ 3] 。 因此,
从分子层面阐明 LECs 增殖调控网络,对理解晶状体

稳态维持与相关病理改变具有重要意义。
Hippo 通 路 效 应 分 子 Yes 相 关 蛋 白 1 ( Yes-

associated
 

protein
 

1,YAP1)是机械力 / 细胞密度信号的

重要整合节点,可作为转录共激活因子参与细胞增殖

与组织大小的调控。 在晶状体模型中,条件性敲除

Yap 基因可导致晶状体祖细胞增殖受限,并伴随极性

及连接复合体紊乱,提示 YAP 在维持晶状体上皮结构

与增殖能力方面具有关键作用 [ 4] ;而 Yap1 杂合子敲除

小鼠可出现成年期进行性白内障并伴随 LECs 缺陷表

型,进一步支持 YAP1 对晶状体长期稳态的重要性 [ 5] 。
另一方面, SRY 盒转录因子 2 ( SRY-box

 

transcription
 

factor
 

2, SOX2 ) 是晶状体的关键转录因子之一, 与

PAX6 存在阶段依赖性的遗传互作,并共同调控晶状

体发育进程 [ 6] ;在人 LECs 中亦可检测到 SOX2 相关表

达特征或 SOX2 阳性细胞亚群,在部分白内障患者

LECs 中,其可用于评估细胞功能状态 [ 7- 8] 。 已有研究

提示,在其他组织或细胞体系中 YAP 的表达水平与定

位可调控 SOX2 表达或相关转录程序 [ 9- 10] ,但在 LECs
中 YAP1 是否通过直接调控 SOX2 转录并进一步影响

细胞周期相关分子表达,从而驱动细胞增殖表型仍缺

乏直接证据。 基于此,本研究拟探讨 YAP1 结合 SOX2
启动子调控 LECs 增殖及细胞周期的作用,以期阐明

YAP1-SOX2 轴在 LECs 增殖调控中的分子机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料
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1. 1. 1　 细胞来源 　 人 LECs 细胞系 SRA01 / 04 购自武

汉普诺赛生命科技有限公司。
1. 1. 2 　 主要试剂及仪器 　 高糖 DMEM 培养基、胎牛

血清 ( fetal
 

bovine
 

serum, FBS ) 、 青 链 霉 素 混 合 液、
0. 25%胰蛋白酶-EDTA 消化液 ( 美国 Gibco 公司 ) ;
Lipofectamine

 

3000、 TRIzol、荧光二抗 ( 美国 Invitrogen
公 司 ) ; PrimeScriptTM 逆 转 录 试 剂 盒、 SYBR

 

Green
 

qPCR
 

Mix、KpnI 与 XhoI 限制性内切酶(日本 Takara 公

司) ;细胞计数试剂盒 8( cell
 

counting
 

kit-8,CCK-8) (日

本同仁 化 学 研 究 所 ) ; EdU 细 胞 增 殖 检 测 试 剂 盒、
Hoechst

 

33342、RIPA 裂解液、蛋白酶抑制剂、 BCA 蛋

白定量试剂盒、4% 多聚甲醛、0. 2% ~ 0. 5%
 

Triton
 

X-
100、封闭血清 / 封闭液、DAPI(上海碧云天生物技术有

限公司) ; SDS-PAGE 凝胶配制试剂、 PVDF 膜 ( 美国

Millipore 公司) ; ECL 化学发光试剂、 T4
 

DNA 连接酶

( 美 国 Thermo
 

Fisher 公 司 ) ; 兔 抗 人 YAP1 一 抗

(14074S) 、兔抗人 Cyclin
 

D1 一抗 ( 55506) ( 美国 Cell
 

Signaling
 

Technology 公 司 ) ; 兔 抗 人 Cyclin
 

E1 一 抗

( ab33911,英国 Abcam 公司) ;小鼠抗人 GAPDH 抗体

(60004-1-Ig) 、兔抗人 β-Tubulin 抗体( 10094-1-AP,武
汉三鹰生物技术有限公司 ) ; HRP 标记二抗 ( 美国

Jackson 公司) ;Cut&Tag 试剂盒(北京诺禾致源科技股

份有限公司) ;Renilla 内参质粒(美国 Promega 公司) 。
高速冷冻离心机、细胞培养箱、NanoDrop 分光光度计

(美国 Thermo
 

Fisher 公司) ;实时荧光定量( quantitative
 

real-time,qRT) -PCR 仪(瑞士 Roche 公司) ;荧光显微

镜(德国 Carl
 

Zeiss 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养 　 将 LECs 常规培养于含 10%
 

FBS
及 1%青链霉素混合液的高糖 DMEM 培养基,置于

37
 

℃ 、5%
 

CO 2 恒温培养箱中培养。 细胞融合度达

80% ~ 90% 时用 0. 25% 胰蛋白酶 -EDTA 消化液消化

传代。 选 取 第 2 ~ 8 代 对 数 生 长 期 细 胞 进 行 后 续

实验。
1. 2. 2　 细胞转染与分组 　 将 LECs 接种于 6 孔板,待
融合度达 50% ~ 60% 时进行转染。 ( 1) YAP1 敲低 　
将细胞分为小干扰 RNA 阴性对照 ( small

 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control,siNC) 组、siYAP1-1 组、siYAP1-2
组、siYAP1-3 组,转染 48

 

h 后分别采用 qRT-PCR 与

Western
 

blot 检 测 敲 低 效 率, 选 取 敲 低 效 率 最 高 的

siYAP1-1 进行后续实验。 靶向 YAP1 的小干扰 RNA
( small

 

interfering
 

RNA,siRNA) 序列如下:siYAP1-1 为

5′-CAGGUGAUACUAUCAACCAAA-3′; siYAP1-2 为 5′-
ACAGGUGAUACUAUCAACCAA-3′; siYAP1-3 为 5′-

UAGGGGGACCUUGAUAGAGAA-3′; siNC 为 5′-
UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3′。 ( 2) SOX2 敲低 　
设置 siNC 组和 siSOX2 组,分别转染 siNC 和 siSOX2,
siSOX2 序 列 为 5′-AACCCCAAGATGCACAACTC-3′。
(3) YAP1 过表达 　 设置空载体组和 YAP1 组,分别转

染空载体和 YAP1 质粒。 转染严格参照相应转染试剂

说明书进行,siRNA 终浓度及质粒用量基于预实验结

果确定。 各组转染后 6
 

h,更换为含 10%
 

FBS 的新鲜

完全培养基继续培养。 各质粒及对应空载体均由苏州

吉玛基因股份有限公司获得,均为常规真核表达质粒。
实验独立重复 3 次。
1. 2. 3 　 qRT-PCR 检测 YAP1 和 SOX2 的 mRNA 表达

水平 　 取各组转染后 48
 

h 细胞,按 TRIzol 说明书提取

总 RNA,测定 RNA 浓度与纯度后使用逆转录试剂盒

进行 逆 转 录 反 应 合 成 cDNA; 以 SYBR
 

Green 体 系

(20
 

μl)进行 qRT-PCR。 PCR 程序:95
 

℃ 预变性 30
 

s;
95

 

℃ 变性 5
 

s、60
 

℃ 退火及延伸 30
 

s,共 40 个循环;
95

 

℃ 变性 15
 

s,60
 

℃ 退火 1
 

min,随后从 60
 

℃ 缓慢升

温至 95
 

℃ ,连续采集荧光信号。 分析熔解曲线以确

认扩增特异性。 以 GAPDH 为内参,采用 2-ΔΔCt 法计算

各目的基因相对表达量。 YAP1、 SOX2 及 GAPDH 引

物序列见表 1,由苏州金唯智生物科技有限公司合成。
实验独立重复 3 次。

表 1　 各基因引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
 

of
 

genes

基因 引物序列( 5′-3′)

YAP1 正向:CATCCTCCTGCCAGCCAATA
反向:GTTCTTGGGAGCAGTGATGG

SOX2 正向:CCCAGCAGACTTCACATGT
反向:CCTCCCATTTCCTCGTTTT

GAPDH 正向:GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
反向:GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

　 注:YAP1:Yes 相关蛋白 1; SOX2: SRY 盒转录因子 2; GAPDH:甘油

醛-3-磷酸脱氢酶

　 Note 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2 
 

GAPDH 
 

glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase

1. 2. 4　 Western
 

blot 法检测 YAP1、Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白表达水平 　 取各组转染后 48
 

h 细胞,用预冷

磷酸盐缓冲液 ( phosphate
 

buffer
 

solution,PBS) 洗涤细

胞,加入 RIPA 裂解液 ( 含蛋白酶抑制剂) 冰上裂解,
15

 

000
 

r / min、4
 

℃ 离心 15
 

min 后取上清;BCA 法测定

蛋白浓度后取等量蛋白上样,进行 SDS-PAGE 电泳分

离并转膜至 PVDF 膜;5%脱脂奶粉(溶于 TBST 液) 室

温封闭 1
 

h,加入 YAP1(1 ∶ 400) 、Cyclin
 

D1(1 ∶ 1
 

000) 、
Cyclin

 

E1 ( 1 ∶ 1
 

000) 、 GAPDH ( 1 ∶ 1
 

600 ) 、 β-Tubulin
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(1 ∶ 1
 

000)稀释液,4
 

℃ 孵育过夜;TBST 洗涤 3 次,每
次 10

 

min;室温孵育 HRP 标记二抗 ( 1 ∶ 5
 

000) 1
 

h;
TBST 洗涤 3 次,每次 10

 

min;ECL 显色并用化学发光

成像系统采集图像。 使用 ImageJ 软件定量分析条带

灰度,以 GAPDH 或 β-Tubulin 为内参,计算目标蛋白

相对表达量。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 5 　 免疫荧光染色法检测 YAP1 蛋白表达 　 将细

胞接种于 24 孔板中并分组转染,培养至 48
 

h 后用 4%
多聚甲醛室温固定 15

 

min,PBS 洗涤 3 次,0. 5%
 

Triton
 

X-100 室温透膜 10
 

min;用 5%
 

BSA(溶于 PBS)室温封

闭 1
 

h 后加入 YAP1 抗体稀释液( 1 ∶ 400) 4
 

℃ 孵育过

夜;PBS 洗涤,加入相应种属的荧光二抗( 1 ∶ 1
 

000) 避

光室温孵育 1
 

h;PBS 洗涤,用 DAPI( 1
 

μg / ml)复染细

胞核 10
 

min;以抗荧光淬灭封片剂封片后于荧光显微

镜下观察并采集图像。 各组在相同曝光条件与倍率下

获取图像。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 6　 EdU 检测细胞 DNA 合成活性 　 细胞接种于适

配培养板 / 爬片,转染 siRNA 后按试剂盒说明书加入

EdU 工作液孵育 2
 

h,随后依次进行固定、透化处理及

点击反应染色;Hoechst
 

33342 复染细胞核;荧光显微

镜下每孔任意选取 3 个不重叠且细胞分布均匀的视野

采集图像。 EdU 阳性率( %) = EdU 阳性细胞数 / 总细

胞数×100%。 实验独立重复 3 次。
1. 2. 7　 CCK-8 检测细胞增殖活力 　 将细胞接种于 96
孔板,待贴壁后进行分组转染;分别取转染后 24、48、
72

 

h 细胞加入 CCK-8 工作液,37
 

℃ 避光孵育 2
 

h 后用

酶标仪在 450
 

nm 处测定吸光度 ( absorbance, A ) 值。
实验独立重复 3 次。
1. 2. 8 　 Cut&Tag 测序与数据分析 　 按照 Cut&Tag 试

剂盒说明书,依次进行细胞制备、ConA 磁珠结合、加入

YAP1 特异性抗体孵育、二抗孵育、pA-Tn5 酶切与释放

DNA 片段、 PCR 扩 增 建 库。 文 库 经 质 检 合 格 后 在

Illumina 测序平台进行高通量测序。 对原始测序数据

进行质控与过滤后,将 reads 比对至人基因组参考序

列( hg38) ,采用 peak
 

calling 软件识别结合峰,结合基

因注释信息分析启动子区域富集情况,并在基因组浏

览器中可视化 SOX2 启动子区域信号轨迹。
1. 2. 9　 双荧光素酶报告基因实验 　 构建含 SOX2 启

动子关键片段的荧光素酶报告载体,根据 JASPAR 等

转录因子结合位点预测数据库,将预测含转录因子结

合位点的 SOX2 启动子片段通过 PCR 扩增后,使用

KpnI 与 XhoI 限制性内切酶分别对 PCR 产物及 pGL3-
Basic 空载体进行双酶切,经凝胶回收纯化后,在 T4

 

DNA 连接酶作用下进行定向连接,克隆至 pGL3-Basic

上游构建报告质粒。 将报告质粒与 Renilla 内参质粒

共同转染细胞,同时分别转染 YAP1 过表达质粒或空

载体;并设置 25、50、100、150、200、250
 

ng 剂量质粒梯

度以观察剂量效应。 转染后 24 ~ 48
 

h 按双荧光素酶

试剂盒说明书检测荧光素酶活性。 以萤火虫荧光素

酶 / 海肾荧光素酶比值进行归一化, 计算相对转录

活性。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 软件 ( 美国 IBM 公司 ) 和 GraphPad
 

Prism 软件( 美国 GraphPad 公司) 进行统计分析。 计

量资料经 ShapiroWilk 检验证实符合正态分布,以 x ± s
表示。 2 个组各指标比较采用独立样本 t 检验;多组各

指标总体比较采用单因素方差分析,事后比较采用

Dunnett 检验;各组不同时间点 A 值总体比较采用两因

素方差分析, 事后比较采用 Tukey 法; 空载体组和

YAP1 组不同剂量相对荧光素酶活性总体比较采用两

因素方差分析,事后比较采用 Sidak 多重比较检验。
P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 YAP1 敲低模型的建立与验证

qRT-PCR 与 Western
 

blot 结 果 显 示, siNC 组、
siYAP1-1 组、 siYAP1-2 组、 siYAP1-3 组 YAP1

 

mRNA
和蛋白表达水平总体比较差异均有统计学意义 ( F =
138. 456、 92. 783, 均 P < 0. 001 ) , 其 中 siYAP1-1 组、
siYAP1-2 组、siYAP1-3 组 YAP1

 

mRNA 和蛋白表达水

平均明显低于 siNC 组,差异均有统计学意义 ( 均 P <
0. 001) (图 1,表 2) 。 由于 siYAP1-1 组细胞状态优于

siYAP1-2 组 和 siYAP1-3 组, 因 此 后 续 实 验 选 用

siYAP1-1 作为 YAP1 敲低序列。 免疫荧光结果显示

siYAP1-1 组 YAP1 信号显著低于 siNC 组(图 1) 。
2. 2 　 siNC 组与 siYAP1-1 组 DNA 活性和细胞活力

比较

EdU 检测显示,siNC 组可见较多 EdU 阳性细胞,
而 siYAP1-1 组 EdU 阳性细胞明显减少;定量分析结

果显示,siYAP1-1 组 EdU 阳性率为( 23. 2 ± 2. 7) %,显
著低于 siNC 组的( 80. 2 ± 0. 9) %,差异有统计学意义

( t = 31. 853,P<0. 001) (图 2) 。
CCK-8 结果显示,siNC 组和 siYAP1-1 组不同时间

点细胞增殖活力 A 值总体比较差异均有统计学意义

( F分组 = 9. 481, P < 0. 001; F时间 = 324. 667, P < 0. 001;
F交互作用 = 8. 975,P = 0. 004) ,其中 siYAP1-1 组 24、48、
72

 

h 的 A 值均低于 siNC 组,差异均有统计学意义(均

P<0. 05) (表 3) 。
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B
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YAP1 DAPI 融合图
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YAP1

siYAP1�2组 siYAP1�3组 siNC组siYAP1�1组

50μm
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50μm

50μm
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36000

65000

相对分
子质量

图 1　 各转染组细胞中 YAP1 蛋白表达 　 A:各组细胞 YAP1 蛋白表

达电泳图 　 B:siYAP1-1 组与 siNC 组细胞 YAP1 蛋白免疫荧光染色

图( ×400,标尺 = 50
 

μm) 　 YAP1:Yes 相关蛋白 1;GAPDH:甘油醛-3-
磷酸脱氢酶;siNC:小干扰 RNA 阴性对照

Figure
 

1 　 Expression
 

of
 

YAP1
 

protein
 

in
 

cells
 

of
 

different
 

transfection
 

groups　 A 
 

Electrophoretogram
 

of
 

YAP1
 

protein
 

expression
 

in
 

different
 

groups 　 B 
 

Immunofluorescence
 

staining
 

images
 

of
 

YAP1
 

protein
 

in
 

cells
 

of
 

the
 

siYAP1-1
 

group
 

and
 

siNC
 

group
 

 × 400 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

GAPDH 
 

glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase 
 

siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control

表 2　 各转染组 LECs 中 YAP1
 

mRNA 和

蛋白表达水平比较(x±s)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

YAP1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

LECs
 

among
 

different
 

transfection
 

groups
 

(x±s)
组别 样本量 YAP1

 

mRNA YAP1 蛋白

siNC 组 3 1. 00±0. 09 1. 00±0. 07

siYAP1-1 组 3 0. 19±0. 04 a 0. 32±0. 05 a

siYAP1-2 组 3 0. 25±0. 05 a 0. 36±0. 06 a

siYAP1-3 组 3 0. 42±0. 06 a 0. 55±0. 07 a

F 值 138. 456 92. 783

P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:与 siNC 组比较,a P < 0. 001 ( 单因素方差分析, Dunnett 检验 ) 　
LECs:晶状体上皮细胞;YAP1:Yes 相关蛋白 1;siNC:小干扰 RNA 阴性

对照

　 Note 
 

Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 a P < 0. 001

 

 One-way
 

ANOVA 
 

Dunnett
 

test  　 LECs 
 

lens
 

epithelial
 

cells 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control

2. 3　 siNC 组与 siYAP1-1 组细胞周期相关蛋白 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达比较

与 siNC 组相比,siYAP1-1 组 Cyclin
 

D1 与 Cyclin
 

E1 蛋白条带强度显著减弱。 定量分析结果显示,
siYAP1-1 组 Cyclin

 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白相对表达量分

别为 0. 42 ± 0. 05、 0. 58 ± 0. 06, 显 著 低 于 siNC 组 的

1. 01±0. 08 和 1. 00 ± 0. 07,差异均有统计学意义 ( t =
12. 857,P<0. 001;t = 9. 432,P = 0. 001) (图 3) 。

50μm

融合图

siNC组

siYAP1�1组

Hoechst33342EdU

50μm

50μm

50μm

50μm

50μm

图 2 　 siNC 组与 siYAP1-1 组细胞 EdU 荧光图 ( × 200, 标 尺 =
50

 

μm) 　 绿色荧光( EdU)标记处于 S 期的 DNA 合成活跃细胞;蓝
色荧光( Hoechst

 

33342) 标记细胞核 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;
YAP1:Yes 相关蛋白 1
Figure

 

2 　 EdU
 

fluorescence
 

images
 

of
 

cells
 

in
 

siNC
 

group
 

and
 

siYAP1-1
 

group
 

 × 200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 Green
 

fluorescence
 

 EdU  
 

marked
 

cells
 

with
 

active
 

DNA
 

synthesis
 

in
 

S
 

phase 
 

blue
 

fluorescence
 

 Hoechst
 

33342  
 

stained
 

cell
 

nuclei 　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1

表 3　 siNC 组与 siYAP1-1 组转染不同时间点

细胞增殖活力 A 值比较(x±s)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

proliferation
 

activity
 

A
 

value
 

between
 

siNC
 

group
 

and
 

siYAP1-1
 

group
 

at
 

different
 

time
 

points
 

after
 

transfection
 

(x±s)

组别 样本量
各时间点细胞增殖活力 A 值

转染后 24
 

h 转染后 48
 

h 转染后 72
 

h

siNC 组 3 0. 351±0. 012 0. 534±0. 048 0. 874±0. 035

siYAP1-1 组 3 0. 256±0. 013 a 0. 343±0. 033 a 0. 565±0. 055 a

　 注: F分组 = 9. 481, P < 0. 001; F时间 = 324. 667, P < 0. 001; F交互作用 =

8. 975,P = 0. 004.
 

与 siNC 组比较,a P < 0. 05 ( 两因素方差分析, Tukey
法) 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;YAP1:Yes 相关蛋白 1;A:吸光度

　 Note 
 

F group = 9. 481 
 

P<0. 001 
 

F time = 324. 667 
 

P<0. 001 
 

F interaction =

8. 975 
 

P = 0. 004.
 

Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 a P < 0. 05

 

 Two-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

A 
 

absorbance

2. 4　 YAP1 在转录层面对 SOX2 的调控作用

Cut&Tag 测 序 结 果 提 示, 在 LECs 中, YAP1 在

SOX2 启动子区域存在明显结合富集信号(图 4) 。
qRT-PCR 结果显示,siYAP1-1 组 SOX2

 

mRNA 相

对表达量明显低于 siNC 组,差异有统计学意义 ( t =
9. 914,P<0. 001) (表 4) 。 YAP1 组 SOX2

 

mRNA 相对

表达量显著高于空载体组,差异有统计学意义 ( t =
11. 185,P<0. 001) (表 5) 。

空载体组和 YAP1 组不同剂量质粒相对荧光素酶

活 性 总 体 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( F分组 =
1

 

650. 420, P < 0. 001; F剂量 = 62. 330, P < 0. 001;
F交互作用 = 18. 750,P<0. 001) ,其中 YAP1 组不同剂量质

粒相对荧光素酶活性均明显高于空载体组,差异均有

统计学意义(均 P<0. 001) (表 6) 。
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图 3　 siNC 组与 siYAP1-1 组细胞中 Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1 蛋白表

达 　 A:各组 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白表达电泳图 　 B:各组 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白相对表达量比较 　 与 siNC 组比较,a P<0. 01(独

立样本 t 检验,n = 3) 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;YAP1:Yes 相关

蛋白 1
Figure

 

3　 Expression
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

proteins
 

in
 

cells
 

of
 

siNC
 

group
 

and
 

siYAP1-1
 

group　 A 
 

Electrophoretogram
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

protein
 

expression
 

in
 

each
 

group 　 B 
 

Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

proteins
 

between
 

two
 

groups 　 Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 a P < 0. 01

 

 Independent
 

samples
 

t-test 
 

n = 3  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1

图 4　 LECs 中 YAP1 与 SOX2 启动子区域的 Cut&Tag 测序结果 　
基因组浏览器轨迹图展示 SOX2 基因座附近约 18

 

kb 范围内的信号

分布,箭头标示 SOX2 转录起始位点( TSS) ;a 为对照组( IgG) 信号;b
为 YAP1 抗体 Cut&Tag 信号;与对照组相比,YAP1 在 SOX2 启动子 /
TSS 邻近区域出现明显富集峰 　 LECs:晶状体上皮细胞;YAP1:Yes
相关蛋白 1;SOX2:SRY 盒转录因子 2
Figure

 

4 　 Cut&Tag
 

sequencing
 

results
 

of
 

YAP1
 

at
 

the
 

SOX2
 

promoter
 

region
 

in
 

LECs 　 Genome
 

browser
 

tracks
 

showed
 

the
 

signal
 

distribution
 

within
 

an
 

approximately
 

18
 

kb
 

region
 

surrounding
 

the
 

SOX2
 

locus.
 

The
 

arrow
 

indicated
 

the
 

SOX2
 

transcription
 

start
 

site
 

 TSS   
 

a
 

showed
 

control
 

 IgG  
 

signal 
 

b
 

showed
 

YAP1
 

antibody
 

Cut&Tag
 

signal.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group 
 

a
 

significant
 

enrichment
 

peak
 

of
 

YAP1
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

SOX2
 

promoter / TSS-adjacent
 

region 　 LECs 
 

lens
 

epithelial
 

cells 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2

2. 5　 siNC 组与 siSOX2 组 DNA 活性和细胞活力比较

EdU 检测显示, siSOX2 组 EdU 阳性细胞较 siNC
组 明 显 减 少。 siSOX2 组 EdU 阳 性 率 为 ( 24. 2 ±

4. 0) %,显著低于 siNC 组的( 75. 3 ± 3. 5) %,差异有统

计学意义( t = 16. 384,P<0. 001) (图 5) 。
CCK-8 结果显示, siNC 组和 siSOX2 组不同时间

点细胞增殖活力 A 值总体比较差异均有统计学意义

( F分组 = 86. 423, P < 0. 001; F时间 = 285. 741, P < 0. 001;
F交互作用 = 12. 594, P = 0. 001) ,其中 siSOX2 组 24、48、
72

 

h 的 A 值均显著低于 siNC 组,差异均有统计学意义

(均 P<0. 01) (表 7) 。

表 4　 siNC 组与 siYAP1-1 组 YAP1 和 SOX2
 

mRNA
相对表达量比较(x±s)

Table
 

4　 Comparison
 

of
 

relative
 

YAP1
 

and
 

SOX2
 

mRNA
 

expressions
 

between
 

siNC
 

and
 

siYAP1-1
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 YAP1
 

mRNA SOX2
 

mRNA

siNC 组 3 1. 00±0. 08 1. 02±0. 08

siYAP1-1 组 3 0. 35±0. 05 0. 48±0. 05

t 值 11. 934 9. 914

P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:(独立样本 t 检验) 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;YAP1:Yes 相

关蛋白 1;SOX2:SRY 盒转录因子 2
　 Note 

 

 Independent
 

samples
 

t-test  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2

表 5　 空载体组与 YAP1 组 YAP1 和 SOX2
 

mRNA
相对表达量比较(x±s)

Table
 

5　 Comparison
 

of
 

relative
 

YAP1
 

and
 

SOX2
 

mRNA
 

expressions
 

between
 

empty
 

vector
 

and
 

YAP1
 

groups
 

(x±s)

组别 样本量 YAP1
 

mRNA SOX2
 

mRNA

空载体组 3 1. 02±0. 09 1. 02±0. 08

YAP1 组 3 6. 24±0. 65 3. 15±0. 32

t 值 13. 778 11. 185

P 值 <0. 001 <0. 001

　 注:(独立样本 t 检验) 　 YAP1:Yes 相关蛋白 1;SOX2:SRY 盒转录因

子 2
　 Note 

 

 Independent
 

samples
 

t-test  　 YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2

2. 6　 siNC 组与 siSOX2 组 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白

表达比较

Western
 

blot 结果显示, siSOX2 组 Cyclin
 

D1 与

Cyclin
 

E1 蛋白条带强度均较 siNC 组减弱。 定量分析

结果显示,siSOX2 组 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白相对

表达量分别为 0. 45 ± 0. 06、0. 62 ± 0. 07,显著低于 siNC
组的 1. 02 ± 0. 09、 1. 01 ± 0. 06, 差异均有统计学意义

( t = 10. 938,P<0. 001;t = 8. 941,P = 0. 002) (图 6) 。
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表 6　 空载体组与 YAP1 组不同剂量质粒相对荧光素酶活性比较(x±s)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

relative
 

luciferase
 

activity
 

between
 

empty
 

vector
 

and
 

YAP1
 

groups
 

with
 

different
 

plasmid
 

doses
 

(x±s)

组别 样本量
各剂量质粒相对荧光素酶活性

25
 

ng 50
 

ng 100
 

ng 150
 

ng 200
 

ng 250
 

ng

空载体组 3 2. 29±0. 40 4. 09±0. 32 6. 71±0. 45 6. 07±0. 29 5. 65±0. 24 7. 04±0. 24

YAP1 组 3 6. 06±0. 27 a 12. 59±0. 42 a 15. 69±0. 27 a 15. 15±0. 42 a 16. 08±0. 28 a 15. 06±0. 28 a

　 注:F分组 = 1
 

650. 420,P<0. 001;F剂量 = 62. 330,P<0. 001;F交互作用 = 18. 750,P<0. 001.
 

与空载体组比较,a P < 0. 001( 两因素方差分析,Sidak 多重比

较检验) 　 YAP1:Yes 相关蛋白 1
　 Note 

 

F group = 1
 

650. 420 
 

P<0. 001 
 

F dose = 62. 330 
 

P<0. 001 
 

F interaction = 18. 750 
 

P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

the
 

empty
 

vector
 

group 
 a P<0. 001

 

 Two-
way

 

ANOVA 
 

Sidak
 

multiple
 

comparison
 

test  　 YAP1 
 

Yes-associated
 

protein
 

1

siNC组

A50μm

融合图Hoechst33342EdU

siSOX2组

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

siNC组 siSOX2组

B

50μm

50μm

50μm

50μm

50μm

Ed
u阳

性
率（

%
）

a

图 5　 siNC 组与 siSOX2 组细胞 DNA 合成活性比较 　 A:各组细胞 EdU 荧光图 ( × 200,标尺 =
50

 

μm) 　 绿色荧光( EdU)标记处于 S 期的 DNA 合成活跃细胞;蓝色荧光( Hoechst
 

33342) 标记细

胞核 　 B:
 

各组细胞 EdU 阳性率比较 　 与 siNC 组比较,a P<0. 001(独立样本 t 检验,n = 3) 　 siNC:
小干扰 RNA 阴性对照;SOX2:SRY 盒转录因子 2
Figure

 

5　 Comparison
 

of
 

DNA
 

synthesis
 

activity
 

between
 

siNC
 

group
 

and
 

siSOX2
 

group　 A 
 

EdU
 

fluorescence
 

images
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

 × 200 
 

scale
 

bar = 50
 

μm  　 Green
 

fluorescence
 

 EdU  
 

labelled
 

cells
 

with
 

active
 

DNA
 

synthesis
 

in
 

S
 

phase 
 

blue
 

fluorescence
 

 Hoechst
 

33342  
 

labelled
 

cell
 

nuclei　 B 
 

Comparison
 

of
 

EdU-positive
 

rates
 

between
 

two
 

groups 　 Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 

a P<0. 001
 

 Independent
 

samples
 

t-test 
 

n = 3  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2

表 7　 siNC 组与 siSOX2 组不同时间点

细胞增殖 A 值比较(x±s)
Table

 

7　 Comparison
 

of
 

cell
 

proliferation
 

A
 

value
 

between
 

siNC
 

and
 

siSOX2
 

groups
 

at
 

various
 

time
 

points
 

(x±s)

组别 样本量
不同时间点细胞增殖 A 值

转染后 24
 

h 转染后 48
 

h 转染后 72
 

h

siNC 组 3 0. 340±0. 012 0. 527±0. 023 0. 799±0. 032

siSOX2 组 3 0. 238±0. 024 a 0. 352±0. 032 a 0. 485±0. 030 a

　 注: F分组 = 86. 423, P < 0. 001; F时间 = 285. 741, P < 0. 001; F交互作用 =

12. 594,P = 0. 001.
 

与 siNC 组比较,a P < 0. 01 ( 两因素方差分析, Tukey
法) 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;SOX2:SRY 盒转录因子 2;A:吸光度

　 Note 
 

F group = 86. 423 
 

P < 0. 001 
 

F time = 285. 741 
 

P < 0. 001 
 

F interaction = 12. 594 
 

P = 0. 001. 　 Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 a P <

0. 001
 

 Two-way
 

ANOVA 
 

Tukey
 

test  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2 
 

A 
 

absorbance

3　 讨论

本研究以人 LECs 系 SRA01 / 04 为模型,系统探讨

了 YAP1 是否通过调控 SOX2 影响细胞周期与增殖的

分子机制。 结果显示,敲低 YAP1 可显著抑制细胞增

殖,并伴随 G1 / S 期细胞周期关键调控因子 Cyclin
 

D1

与 Cyclin
 

E1 表达下调。 进一步

通过 Cut&Tag 实验证实,YAP1 可

直接结合于 SOX2 启动子区域,
且 YAP1 表达水平变化与 SOX2

 

mRNA 表达及报告基因活性呈一

致性改变;同时,敲低 SOX2 同样

导致细胞增殖能力下降及 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达降低,表型

与 YAP1 敲低高度一致。 本研究

首次 在 LECs 中 揭 示 了 一 条 由

YAP1-SOX2 轴介导的增殖调控

通路, YAP1 通过直接转录激活

SOX2, 进 而 上 调 Cyclin
 

D1 与

Cyclin
 

E1 的表达,从而维持细胞

周期正常进展与增殖活性。 该发

现不仅为理解 LECs 稳态维持提

供了新的分子视角,也为探索相

关病理过程(如 PCO)的调控机制奠定了实验基础。

siNC组

A B

50000

35000

55000

CyclinE1

CyclinD1

β�Tubulin

1.5

1.0

0.5

0
CyclinE1 CyclinD1

siNC组
siSOX2组

siSOX2组

蛋
白

相
对

表
达

量

a
a

相对分
子质量

图 6　 siNC 组与 siSOX2 组细胞中 Cyclin
 

D1、Cyclin
 

E1 蛋白表达 　
A:各组 Cyclin

 

D1 和 Cyclin
 

E1 蛋白表达电泳图 　 B:各组 Cyclin
 

D1

和 Cyclin
 

E1 蛋白相对表达量比较 　 与 siNC 组比较,a P < 0. 01( 独立

样本 t 检验,n = 3) 　 siNC:小干扰 RNA 阴性对照;SOX2:SRY 盒转录

因子

Figure
 

6　 Changes
 

in
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

protein
 

expression
 

in
 

cells
 

of
 

the
 

siNC
 

group
 

and
 

siSOX2
 

group　 A 
 

Electrophoretogram
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

protein
 

expression
 

in
 

each
 

group 　 B 
 

Comparison
 

of
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Cyclin
 

E1
 

proteins
 

between
 

two
 

groups　 Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group 
 a P < 0. 01

 

 Independent
 

samples
 

t-test 
 

n = 3  　 siNC 
 

small
 

interfering
 

RNA
 

negative
 

control 
 

SOX2 
 

SRY-box
 

transcription
 

factor
 

2

·512·中华实验眼科杂志 2026 年 3 月第 44 卷第 3 期 　 Chin
 

J
 

Exp
 

Ophthalmol,March
 

2026,Vol. 44,No. 3



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

YAP1 的生物学效应高度依赖其互作网络与亚细

胞定位。 经典 Hippo 通路可通过 LATS 等激酶对 YAP
进行磷酸化调控,使其发生胞质滞留或稳定性下降,从
而抑制其核内转录共激活功能 [ 11- 12] ;此外,紧密连接

相关蛋白(如 AMOT 家族)可通过与 YAP 直接互作限

制其核内活性,提示细胞连接 / 极性状态与 YAP 活性

存在耦联 [ 13] 。
在晶状体领域,发育研究提示 Yap 在晶状体祖细

胞维持与细胞极性 / 黏附复合体稳定中具有重要作

用 [ 4] ;动物研究亦显示 Yap1 剂量不足可导致成年期进

行性晶状体混浊,并伴随 LECs 密度、连接与增殖异

常 [ 5] 。 另一方面,力学刺激可通过 YAP 调控 LECs 增

殖,提示 YAP 可能是连接囊膜应力与增殖程序的关键

机械转导节点 [ 14] ;在病理性纤维化和上皮间质转化

( epithelial-mesenchymal
 

transition, EMT) 相关情境中,
核内 YAP 表达增加与转化生长因子-β 驱动的 LECs

 

EMT、纤维化斑块形成等过程相关 [ 15] 。 既往研究表

明,YAP1 可能通过互作网络重塑其核内有效活性与

转录靶向性,而本研究进一步将其下游靶标聚焦于

SOX2,为构建 YAP1 互作 / 定位-SOX2 转录输出-细胞

周期表型的调控机制提供了研究基础。
SOX 家族为含 HMG 结构域的转录因子群,广泛

参与机体发育、组织稳态维持与再生调控,其中 SOX2
在维持细胞未分化状态、增殖潜能与命运可塑性方面

尤为关键 [ 16] 。 在晶状体组织中,研究者在成人 LECs
中观察到 SOX2 阳性细胞相关表型,并提出其可能与

LECs 的干 / 祖细胞样特征或稳态维持有关 [ 7] 。 然而,
相比发育期相关研究,成人阶段或病理状态下 SOX2
如何被上游信号精确调控,以及其如何调控细胞表型

的分子机制仍不明确。 基于此,本研究提出并验证

YAP1 对 SOX2 的转录调控作用,并进一步将细胞周期

关键蛋白作为下游验证靶点。
Cyclin

 

D1 与 Cyclin
 

E1 分别是 G1 期推进与 G1 / S
期转换的核心驱动因子,能够将“增殖表型”的调控机

制聚焦于更具解释力的细胞周期起始环节。 既往研究

表明,多种生长因子与微环境信号可促进 LECs 增殖,
且与 PCO 发生相关;例如 HGF 可促进 LECs 增殖并被

认为可能参与 PCO 相关病理过程 [ 17] 。 此外,晶状体

囊袋微环境的改变亦可影响 LECs 增殖,提示“细胞周

期再启动”是术后病理反应的重要环节之一 [ 18] 。 在抑

制策略层面,蛋白酶体抑制等干预可抑制 LECs 增殖,
被认为是防治 PCO 的潜在方向 [ 19] 。 更重要的是,
PCO 被广泛认为与术后残余 LECs 的增殖、迁移、纤维

化及 EMT 相关,是白内障术后常见并发症之一,其发

生率可达约 10% [ 20] 。 本研究观察到 YAP1 或 SOX2 干

预导致 Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达下降,提示该轴可

能主要作用于 G1 / S 限制点,从机制上解释了 LECs 增

殖受抑这一表型,并为进一步将基础机制与 PCO 等晶

状体病理过程建立联系提供了更明确的“细胞周期靶

点” 。 换言之, 本研究的意义不仅在于证实 YAP1-
SOX2 轴的存在,更在于将其下游通路具体锚定到 G1 / S
关键节点,为后续探索“阻断 LECs 异常增殖及病理重

塑”的分子切入点奠定基础。
考虑到 YAP1 活性受 Hippo 通路磷酸化、细胞连

接 / 极性复合体与机械力信号输入共同调控,未来可系

统比较不同刺激下 YAP1 核定位、蛋白互作谱与 SOX2
转录输 出 的 耦 联 关 系, 以 构 建 更 完 整 的 “ 微 环 境-
YAP1-SOX2-细胞周期 / 病理表型”调控机制网络。

综上所述,本研究在 LECs 模型中证实,YAP1 敲

低可显著抑制细胞增殖,并下调细胞周期相关蛋白

Cyclin
 

D1 和 Cyclin
 

E1 表达;同时,Cut&Tag、表达干预

及报告基因实验共同支持 YAP1 对 SOX2 具有转录层

面的正向调控作用,且 SOX2 敲低可复现 YAP1 敲低

所致的增殖抑制与细胞周期蛋白下调 表 型, 提 示

YAP1-SOX2 轴可能是 LECs 增殖调控的重要分子机

制。 该发现不仅为理解 LECs 稳态维持提供了新的机

制证据,也为进一步探讨晶状体相关病理过程 ( 如损

伤修复异常与纤维化倾向)中的信号网络重塑提供了

可验证的研究方向。
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眼科常用英文缩略语名词解释

AMD:年龄相关性黄斑变性( age-related
 

macular
 

degeneration)
ANOVA:方差分析( analysis

 

of
 

variance)
BUT:泪膜破裂时间( breakup

 

time
 

of
 

tear
 

film)
DR:糖尿病视网膜病变( diabetic

 

retinopathy)
EAU:实验性自身免疫性葡萄膜炎(experimental

 

autoimmune
 

uveitis)
EGF:表皮生长因子( epidermal

 

growth
 

factor)
ELISA:酶联免疫吸附测定( enzyme-linked

 

immunosorbent
 

assay)
ERG:视网膜电图( electroretinogram)
FFA:荧光素眼底血管造影( fundus

 

fluorescein
 

angiography)
FGF:成纤维细胞生长因子( fibroblast

 

growth
 

factor
 

)
GFP:绿色荧光蛋白( green

 

fluorescent
 

protein)
IFN-γ:γ 干扰素( interferon-γ)
IL:白细胞介素( interleukin)
IOL:人工晶状体( intraocular

 

lens)
IRBP:光间受体视黄类物质结合蛋白( interphotoreceptor

 

retinoid
 

binding
 

protein)
LASIK:准分子激光角膜原位磨镶术( laser

 

in
 

situ
 

keratomileusis)
ICGA:吲哚菁绿血管造影( indocyanine

 

green
 

angiography)
LECs:晶状体上皮细胞( lens

 

epithelial
 

cells)
miRNA:微小 RNA( microRNA)
MMP:基质金属蛋白酶( matrix

 

metalloproteinase)
mTOR:哺 乳 动 物 类 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 ( mammalian

 

target
 

of
 

rapamycin)

MTT:四甲基偶氮唑盐( methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium)
NF:核转录因子( nuclear

 

factor)
OCT:光学相干断层扫描( optical

 

coherence
 

tomography)
OR:优势比( odds

 

ratio)
PACG:原发性闭角型青光眼( primary

 

angle-closure
 

glaucoma)
PCR:聚合酶链式反应( polymerase

 

chain
 

reaction)
RGCs:视网膜节细胞( retinal

 

ganglion
 

cells)
POAG:原发性开角型青光眼( primary

 

open
 

angle
 

glaucoma)
RB:视网膜母细胞瘤( retinoblastoma)
RPE:视网膜色素上皮( retinal

 

pigment
 

epithelium)
RNV:视网膜新生血管( retinal

 

neovascularization)
RP:视网膜色素变性( retinitis

 

pigmentosa)
SⅠt:基础泪液分泌试验( Schirmer

 

Ⅰ
 

test)
shRNA:短发夹 RNA( short

 

hairpin
 

RNA)
siRNA:小干扰 RNA( small

 

interfering
 

RNA)
α-SMA:α-平滑肌肌动蛋白( α-smooth

 

muscle
 

actin)
TAO:甲状腺相关眼病( thyroid-associated

 

ophthalmopathy)
TGF:转化生长因子( transforming

 

growth
 

factor)
TNF:肿瘤坏死因子( tumor

 

necrosis
 

factor)
UBM:超声生物显微镜( ultrasound

 

biomicroscope)
VEGF:血管内皮生长因子( vascular

 

endothelial
 

growth
 

factor)
VEP:视觉诱发电位( visual

 

evoked
 

potential)
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